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ZUSAMMENFASSUNG 
Unterschiede in der Zytostatikasensitivität und in der Expression apoptoseassoziierter 
Gene als Zeichen der Stammzellnähe der akuten megakaryoblastären Leukämie 
bei Kindern mit und ohne Down Syndrom 
Maike Mansmann 
 
Die AMKL bei Kindern ohne DS weist ein schlechtes Therapieansprechen auf. Hin-
gegen lässt sich bei Kindern mit AMKL und DS ein günstiges Therapieergebnis mit 
einer alleinigen zytostatischen Chemotherapie erzielen. Als eine Ursache für das 
schlechte Therapieansprechen bei Kindern ohne DS kann eine Multidrugresistance der 
Zellen angesehen werden, welche mit der Überexpression von Transporterproteinen 
assoziiert ist. Diese Proteine sorgen durch einen aktiven Transport der Zytostatika aus 
dem Intrazellularraum für eine niedrige Konzentration der Therapeutika in den 
malignen Blasten. Dem schlechten Therapieansprechen können auch andere Ursachen 
zu Grunde liegen, die zum Beispiel auf einer unterschiedlichen Expression von 
apoptoseassoziierten Genen beruhen. In dieser Arbeit wurden verschiedene Zelllinien in 
Bezug auf ihre Zytostatikasensitivität als Zielgröße für das Therapieansprechen 
charakterisiert. Dafür wurden die Zelllinien CMK, M-07e und UT-7 sowie als 
Kontrollen die Zelllinien HL-60 und K-562 untersucht. Als Zytostatika wurden 
Doxorubicin, Cytarabin und Mitoxantron eingesetzt. Es wurde die Rolle von PGP 
(MDR1) und die Expression von bestimmten apoptoseassoziierten Genen, die der Bcl-2 
Familie angehören, untersucht. Die Ergebnisse zeigten eine Zytostatikaresistenz in 
Korrelation mit der Überexpression von PGP in der Zelllinie M-07e (AMKL ohne DS) 
sowie zytostatikasensitives Verhalten in Assoziation mit einer geringen Expression von 
PGP in der Zelllinie CMK (AMKL mit DS). Bei der Zelllinie CMK konnte eine erhöhte 
Expression des pro-apoptotischen Gens BNIP3 nachgewiesen werden, was für eine 
erhöhte Apoptosebereitschaft bei dieser Zelllinie spricht. Hingegen zeigte sich bei der 
Zelllinie M-07e eine erhöhte Expression von anti-apoptotischen Genen (Bcl-2, IL-1 
beta). In weiteren Untersuchungen wurde mit dem spezifischen Inhibitor LY294002 der 
PI3-Kinase der Bcl-2 abhängige Pathway blockiert. Dies sollte unter der Annahme einer 
anti-apoptotischen Wirkung dieses Pathways zu einer Zunahme der Apoptose-
bereitschaft in den untersuchten Zellen führen, die auf diesen Mechanismus 
zurückgreifen. Die Ergebnisse zeigten bei der zytostatikaresistenten Zelllinie M-07e 
eine Wirksamkeitszunahme des untersuchten Zytostatikums Doxorubicin im Sinne einer 
Wachstumshemmung bei Doxorubicinkonzentrationen, bei denen diese Zelllinie ohne 
Zugabe des Inhibitors resistent ist. Weiterhin wurde die CD7-Expression als 
Determinante für eine sehr frühe Hämatopoese bei den Zelllinien CMK und M-07e 
bestimmt. Dabei konnte eine höhere CD7-Expression bei der Zelllinie M-07e 
nachgewiesen werden, was für eine höhere Unreife dieser Zelllinie spricht. In dieser 
Arbeit konnte gezeigt werden, dass die unterschiedliche Expression von PGP sowie ein 
modifiziertes Apoptoseverhalten eine relevante Rolle in der Zytostatikaresistenz der 
AMKL mit und ohne DS spielen könnten. In Zukunft könnten die Ergebnisse dieser 
Arbeit Ansätze aufzeigen, wie die Mechanismen der Zytostatikaresistenz bei bestimm-
ten Entitäten kindlicher AML umgangen werden könnten. Voraussetzung hierzu ist die 
weitere Überprüfung der Ergebnisse an primären Blasten von Kindern mit AMKL. 
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Einleitung 1 
1 Einleitung 
 
1.1 Hämatopoese  
Bei der Hämatopoese handelt es sich um die Bildung der Blutzellen im Knochenmark. 
Sie basiert auf einem Gleichgewicht zwischen Proliferation, Differenzierung und Zell-
untergang der unterschiedlichen Blutzellen wie Erythrozyten, Granulozyten, Monozyten 
und Lymphozyten. Alle peripheren Blutzellen entstammen Vorläuferzellen, deren 
Ursprung wiederum in wenigen pluripotenten, hämatopoetischen Stammzellen liegt. 
Die Regulation der Zellproliferations- und Differenzierungsprozesse wird bestimmt 
durch unterschiedliche Faktoren wie zelluläre Interaktionen, Aktivität von 
Glykoproteinen, Transkriptionsfaktoren und Zytokinen, zu denen die hämatopoetischen 
Wachstumsfaktoren wie GM-CSF (Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor), 
G-CSF (Granulocyte colony-stimulating factor) zählen (Abb. 1). 
 
 
 
 
     Abb. 1: Hämatopoese (Passegué et al., 2003) 
 
 
1.2 Akute Myeloische Leukämie (AML) 
Der Begriff Leukämie wurde 1845 von Rudolf Virchow bei einem Patienten mit 
chronischer myeloischer Leukämie geprägt und bedeutet „weißes Blut“. Bei Leukämien 
kommt es durch maligne Entartung einer hämatopoetischen Progenitorzelle zu einer 
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ungehemmten Proliferation einer klonalen Zellpopulation, die insbesondere im Falle der 
akuten Leukämien zur Anreicherung von Blasten im  Knochenmark führt. Als Folge 
zeigt sich eine Verdrängung der normalen Hämatopoese mit klinischen Zeichen der 
Anämie, Thrombozytopenie und Granulozytopenie. Die meisten Leukämien gehen mit 
einer Ausschwemmung der Blasten in das periphere Blut einher, was zu einer 
Leukozytose führen kann. Teilweise kommt es zu Organvergrößerungen durch 
Blasteninfiltration z.B. der Leber, Milz oder Schleimhäute (Fiegl et al., 2007). 
Basierend auf dem Spontanverlauf der Erkrankung, der Zytomorphologie, der 
Immunphänotypisierung und den zytogenetischen Untersuchungen lassen sich akute 
und chronische Formen sowie in Abhängigkeit von der Herkunft der klonalen 
Zellpopulation myeloische und lymphatische Leukämien unterscheiden. Selten sind 
sogenannte undifferenzierte oder biphänotypische Leukämien, wobei letztere mehrere 
Oberflächenantigene lymphatischer und myeloischer Herkunft exprimieren, so dass sie 
nicht ausschließlich einer Zelllinie zugeordnet werden können (EGIL-Klassifikation; 
Owaidah et al., 2006). 
 
Bei der AML handelt sich um eine Gruppe klonaler Erkrankungen mit Transformation 
einer frühen myeloischen Vorläuferzelle. Unterschiedliche Typen der AML entsprechen 
dabei z.T. den Differenzierungsstufen normaler myeloischer Vorläuferzellen (Botnick et 
al., 1979; Bonnet, 2005). Bei der AML ist das typische Charakteristikum die fehlende 
Ausdifferenzierung und unregulierte Proliferation der myeloischen Vorläuferzellen, 
welche auch Blasten genannt werden. Die Ausreifung zu einer funktionstüchtigen 
Blutzelle erfolgt nicht.  
 
 
1.2.1 Klassifikation der AML 
Die Klassifikation der AML basiert auf der Morphologie, Zytochemie und 
Immunphänotypisierung der Blasten sowie zytogenetischen und molekularen 
Merkmalen. Die French American British (FAB) Klassifikation zur Einteilung der AML 
ist hierbei die klinisch am gebräuchlichsten (Bennett et al., 1985; Bennett et al., 2005). 
Sie beruht auf morphologischen und zytochemischen Merkmalen der Blasten (siehe 
Tab. 1). Die aktuelle Klassifikation der Weltgesundheitsorganisation (WHO) beinhaltet 
dagegen auch ätiologische und genetische Merkmale (Nösslinger et al., 2001) (siehe 
Tab. 2). 
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WHO-
Klassifikation 
 
I. AML mit wiederholter zytogenetischer Translokation 
- AML mit t(8;21)(q22;q22); CBFα/ETO 
- akute promyelozytäre Leukämie (AML mit t(15;17)(q22;q12) und    
   Varianten); PML/RARα 
- AML mit abnormen Knochenmark-Eosinophilen mit inv(16)(p13q22)  
  oder t(16;16)(p13q22); CBFβ/MYH11 
- AML mit 11q23-(MLL)-Veränderungen 
II. AML mit Dysplasie multipler Zellreihen 
- mit vorherigem myelodysplastischen Syndrom 
- ohne vorheriges myelodysplastisches Syndrom 
III. AML und myelodysplastisches Syndrom, therapieinduziert 
- alkylanzieninduziert 
- epipodophyllotoxininduziert 
- andere Formen 
IV. sonstige AML 
- minimal differenziert 
- ohne Reifung 
- mit Reifung 
- akute myelomonozytäre Leukämie 
- akute monozytäre Leukämie 
- akute erythroide Leukämie 
- akute megakaryozytäre Leukämie 
- akute basophile Leukämie 
- akute Panmyelose mit Myelofibrose 
 
Tab. 1: WHO-Klassifikation 
 
 
Die Diagnose einer AML wird bei Vorhandensein von mehr als 20% myeloischer 
Blasten im peripheren Blut und/oder Knochenmark oder bei Vorhandensein bestimmter 
AML definierender zytogenetischer Abberationen gestellt. Myeloische Blasten haben 
eine heterogene Morphologie, weisen jedoch oft ein netzartig erscheinendes aufgelo-
ckertes Kernchromatin und z.T. große Nukleoli auf. In der Mehrzahl der Fälle ist die 
Klassifikation in Subgruppen bereits rein morphologisch möglich, nur in einzelnen 
Fällen ist die Immunphänotypisierung zur Abgrenzung der myeloischen oder lympha-
tischen Reihe erforderlich. Die FAB-Klassifikation umfasst 8 Subtypen (siehe Tab. 2).  
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Tab. 2: FAB-Klassifikation der AML in Anlehnung an Bennett et al., 1985 
   
        FAB-Klassifikation der akuten myeloischen Leukämie 
 
Subtypen 
 
Blastengröße 
 
Zellkern 
 
Zytoplasma 
 
Zytochemie 
 
Spezielle 
Merkmale 
 
AML FAB M0 
Akute undifferenzierte 
Leukämie 
 
größenvariable 
Blasten 
aufgelockerte 
Chromatinstruktur, 
unregelmäßig, 
runder Nukleolus 
mit Nukleoli 
schmal bis 
mittelweit, 
ungranuliert 
Schwach 
basophil 
 
negativ 
POX<3% 
 
immunologisch: 
CD13, 
CD33, CD55 
 
AML FAB M1 
Akute unreife 
Myeloblastenleukämie 
 
 
mittelgroß 
aufgelockerte  
Chromatinstruktur, 
Kerneinbuchtungen, 
Nukleoli 
mittelweit, teils 
granuliert, 
Auerstäbchen 
möglich 
 
POX>3% 
 
<10% Ausreifung  
  der Granulopoese 
            
 
AML FAB M2 
Akute 
Myeloblastenleukämie mit 
Ausreifung 
 
 
mittelgroß 
 
Kerneinbuchtungen, 
Nukleoli 
 
Granuliert, 
häufig 
Auerstäbchen 
 
POX positiv 
 
>10% Ausreifung 
   der Granulopoese 
 
AML FAB M3 
Akute 
Promyelozytenleukämie 
 
 
mittelgroß 
Kerneinbuchtungen, 
tief basophiles, 
aufgelockertes 
Chromatin 
 
     Granuliert 
„Auerbüschel“ 
 
POX positiv 
( bis 100% ) 
 
    „Auerbüschel“ 
 
AML FAB M4 
Akute Myelomonozytäre 
Leukämie 
 
mittelgroße 
Myeloblasten, 
große 
Monoblasten 
 
Myeloblasten: 
unregelmäßig 
 
Monoblasten: 
gelappter Zellkern 
Myeloblasten: 
granuliert 
evt. 
Auerstäbchen 
 
Monoblasten: 
ungranuliert 
Myeloblasten: 
POX positiv 
 
Monoblasten: 
Esterase positiv 
 
>20% Monoblasten 
 
>20% Myeloblasten 
 
AML FAB M4eo 
 
mittelgroße 
Myeloblasten, 
große 
Monoblasten 
 
Myeloblasten: 
unregelmäßig 
 
Monoblasten: 
gelappter Zellkern 
Myeloblasten: 
granuliert 
evt. 
Auerstäbchen 
 
Monoblasten: 
ungranuliert 
Myeloblasten: 
POX positiv 
 
Monoblasten: 
Esterase positiv 
 
 
         Atypische 
       Eosinophilie 
 
AML FAB M5 
a) Akute 
Monoblastenleukämie 
 
 
    mittelgroß 
      bis groß 
rund, 
feinstrukturiert, 
Nukleoli 
 
mäßig bis 
deutlich    
basophil,  
azurophile 
Granulation 
möglich 
 
 
Esterase positiv 
 
 
>80% monozytär 
 
b) Akute 
Monoblastenleukämie mit 
Ausreifung 
 
        groß 
 
gelappt, 
feinstrukturiert 
 
 
mäßig bis 
deutlich basophil 
 
Esterase positiv 
 
>80% monozytär 
 
AML FAB M6 
Akute Erythroblastäre 
Leukämie 
 
     mittelgroß 
aufgelockerte 
Chromatinstruktur,  
Kerneinbuchtungen, 
Nukleoli 
 
gering granuliert, 
vereinzelt 
Auerstäbchen 
Erythroid:  
PAS positiv, 
Myeloblasten: 
POX positiv 
Erythropoese >50% 
mit Dyserythropoese ; 
Blasten >30 % der 
Restmyelopoese 
 
 
AML FAB M7 
Akute 
Megakaryoblastenleukämie 
mittelgroß bis 
groß 
rund, irregulär, 
Chromatin fein, 
retikulär strukturiert 
meist 
ungranuliert, 
Pseudopodien 
 PAS teilweise positiv; 
immunologisch: 
CD41 
CD42b,CD61 
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Bei der akuten megakaryoblastären Leukämie (AMKL) handelt es sich um einen 
seltenen Subtyp der AML, der bei Kindern vorwiegend im Säuglings- bzw. 
Kleinkindalter vorkommt. In der Morphologie finden sich in der Regel typische 
Charakteristika, insbesondere polymorphe Kerne und relativ breite Zytoplasma-
ausstülpungen. Die endgültige Zuordnung erfordert jedoch die Immunphänotypisierung 
mit Positivität für die megakaryothrombozytären Marker CD41, CD42b und CD61. 
 
 
Abb. 2: AMKL Blasten 
 
 
 
Abb. 3: AMKL Blasten, Färbung von CD41 
 
Abb. 2 und 3 mit freundlicher Genehmigung von Prof. H. Löffler aus dem „Atlas der klinischen 
Hämatologie“, Herausgeber H. Löffler, J. Rastetter und T. Haferlach, 6. Auflage, Springer 
Verlag Berlin, Heidelberg, New York 
 
 
Oft ist die Gewinnung von repräsentativem Material durch eine Knochenmarkfibrose 
erschwert, welche eine Aspiration von Knochenmark unmöglich macht (punctio sicca), 
so dass auf die Knochenmarkhistologie mit immunhistochemischen Untersuchungen 
zurückgegriffen werden muss. Bei Kleinkindern unter zwei Jahren findet sich oft die 
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Translokation t(1;22) (Ma et al., 2001). Eine besondere Prädisposition haben Patienten 
mit Trisomie 21 (Webb 2005; Lange et al., 1998). Die AMKL ist aufgrund von 
Besonderheiten im Therapieverhalten bei dem Vergleich von Kindern mit und ohne 
Down Syndrom Gegenstand der Untersuchung. 
 
 
1.2.2 Epidemiologie 
Der Anteil der AML an den akuten Leukämien des Erwachsenenalters beträgt ca. 80%. 
Die Inzidenz steigt von <1/100.000 für Personen <30 Jahre auf 14/100.000 im Alter von 
75 Jahren an. Es zeigt sich eine familiäre Häufung und eine erhöhte Inzidenz bei ange-
borenen Erkrankungen wie der Trisomie 21 oder der Fanconi-Anämie, so dass gene-
tische Faktoren eine Prädisposition der Krankheit darstellen können (Wechsler et al., 
2002; Rainis et al., 2003). Benzolexposition, ionisierende Strahlung und Behandlung 
mit Chemo- bzw. kombinierter Radiochemotherapie sind als auslösende Faktoren 
anerkannt (Levine et al., 1992). Ätiologisch können die meisten Fälle von AML im 
Kindesalter jedoch nicht geklärt werden. 
 
Durch Behandlung nach modernen Therapieprotokollen inklusive der allogenen und 
autologen Stammzelltransplantation erreichen 40 bis 80% der Patienten eine initiale 
Remission. Das 5-Jahren-Überleben beträgt 40% bei Patienten unter dem 60. Lebens-
jahr und ca. 20% bei Patienten über dem 60. Lebensjahr.  
 
Im Kindesalter ist hingegen die akute lymphatische Leukämie (ALL) mit 3,3 
Erkrankungen pro 100.000 Einwohner unter 15 Jahren und einem Anteil von ca. 30% 
die häufigste Krebserkrankung. Ihre Inzidenz ist bei Kindern etwa fünfmal höher als die 
der AML, welche mit 0,7 pro 100.000 angegeben wird (Pui et al., 2004). Das Erkran-
kungsalter bei Kindern beträgt bei der ALL im Median 4,7 Jahre, bei der AML 7,9 
Jahre. Die Altersverteilung zeigt bei der ALL einen Häufigkeitsgipfel zwischen dem 2. 
und 5. Lebensjahr, bei der AML einen geringen Häufigkeitsgipfel in den ersten zwei 
Lebensjahren und anschließend einen leichten Anstieg in der Inzidenz vom 13. 
Lebensjahr an. Das Verhältnis von Jungen zu Mädchen beträgt 1,2:1 bei der ALL und 
1,1:1 bei der AML. Durch Optimierung der Therapiestrategien durch geeignete Studien 
ist es heute möglich, bei der akuten myeloischen Leukämie eine 5-Jahres-Überlebens-
rate von mehr als 50% zu erreichen (Pui et al., 2004; Creutzig et al., 2006). 
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Die seltene AMKL bei Kindern mit und ohne DS zeigt im Vergleich ein interessantes 
Phänomen. Bei 5-10% der Neugeborenen mit DS wird eine transiente Leukämie mit 
megakaryoblastären Merkmalen beobachtet. Etwa 20-25% dieser Kinder entwickeln 
später eine phänotypisch identische Myeloische Leukämie (DS-AMKL). Interessanter-
weise ermöglicht eine adaptierte Therapie dieser Kinder eine Überlebensrate von mehr 
als 80%. Bei der AMKL von Kindern ohne DS ist die Prognose deutlich schlechter 
(Athale et al., 2001; Creutzig et al., 2005).    
 
 
1.2.3 Therapie der AML im Kindesalter 
Die Therapie der AML im Kindesalter besteht aus einer intensiven Polychemotherapie, 
die je nach Therapieprotokoll in Dosierung und Zusammensetzung variiert. Dabei 
werden sog. Induktionstherapien, Konsolidierungen und Intensivierungstherapien unter-
schieden. Im AML-BFM Protokoll wird auch eine sog. Dauertherapie bzw. Erhaltungs-
therapie über ein Jahr durchgeführt. Die Induktionstherapie besteht in der Regel zumin-
dest aus einer Kombination von Cytarabin (Cytosinarabinosid, AraC) und einem 
Anthrazyklin (Daunorubicin, Idarubicin, Doxorubicin, Mitoxantron). Bei Cytarabin 
handelt es sich um einen Antimetabolit, der seine Wirkung in der S-Phase des 
Zellzyklus entfaltet und als aktive Triphosphatform in die DNA-Synthese eingreift. Der 
Wirkmechanismus der Anthrazykline beruht auf der Interkalation in die DNA, die zur 
Hemmung der Nukleinsäuresynthese führt. Auch wird die Topoisomerase II gehemmt, 
was eine Induktion von DNA-Strangbrüchen zur Folge hat. Als weitere Substanz wird 
Mitoxantron eingesetzt, welches den Anthrazyklinen in Struktur und Wirkmechanismus 
sehr ähnelt.  
 
 
1.2.4 AML-BFM Studie 
Die Durchführung der ersten kooperativen Therapiestudie bei Kindern mit AML in 
Deutschland begann 1978 (Ritter et al., 1992). Der Aufbau der Therapie ähnelte dem 
Behandlungsschema der ALL, jedoch wurden zusätzlich Substanzen verwendet, die 
bekanntermaßen bei der AML wirksam sind wie Cytosinarabinosid und Anthrazykline. 
Ebenso erfolgte auch eine präventive Schädelbestrahlung sowie eine Erhaltungs-
therapie.  
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Durch Etablierung der Induktionstherapie war es möglich, dass nach 1978 fast 80% der 
Patienten eine Remission erreichten und die 5-Jahres-Überlebensrate von weniger als 
10% auf fast 40% verbessert werden konnte. Weitere Therapieintensivierungen und  
-optimierungen in den folgenden Studien konnten wesentlich dazu beitragen, dass heute 
bei Kindern eine 5-Jahres-Überlebensrate von mehr als 60% erreicht werden kann. 
 
Im Jahre 2004 wurde die multizentrische Therapieoptimierungsstudie AML-BFM 2004 
begonnen (siehe hierzu Abb. 4). Dabei handelt es sich um eine offene, multizentrische, 
randomisierte kooperative Studie zur Therapieoptimierung der AML im Kindesalter. 
Die Stratifikation erfolgt in zwei Risikogruppen, einer Standard- und einer Hochrisiko-
gruppe. Dabei gelten für Kinder mit einer AML FAB M3, einer AML mit Mehrlinien-
dysplasie und 15-30% Blasten (MDS ↔ AML FAB M6) sowie für Kinder mit Down 
Syndrom und AML Sonderregeln für Therapie, Intensität und Durchführung. Als 
Hauptstudienziel steht die Verbesserung der Prognose bei Kindern mit AML durch den 
Versuch einer Intensivierung der zytostatischen Therapie durch Anwendung von 
liposomal verkapseltem Daunorubicin (DaunoXome) im Vordergrund. Ein weiteres 
Hauptstudienziel ist die Prognoseverbesserung durch die randomisierte Therapie mit  
2-CDA (2-Chloro-2-Desoxyadenosin) als Intensivierung der Konsolidierungstherapie 
bei Patienten in der Hochrisikogruppe. Außerdem soll in der Studie die Wirksamkeit der 
prophylaktischen ZNS-Bestrahlung von 18 Gy als bisherigem Standard versus 12 Gy 
überprüft werden.  
 
Die Einschlusskriterien umfassen Kinder und Jugendliche im Alter bis zu 18 Jahren. 
Eingeschlossen werden auch Kinder mit Down Syndrom sowie die Diagnosen 
Myelosarkom und Acute Mixed Lineage Leukemia/biphänotypische Leukämie mit 
myeloischer Dominanz. Die Behandlung muss in einer der teilnehmenden Kliniken 
erfolgen. Ausgeschlossen von der Studie sind Kinder, bei denen eine AML als 
Zweitmalignom aufgetreten ist oder die andere als die genannten Syndrome aufweisen, 
sowie Kinder, bei denen bereits eine andere intensive Vortherapie durchgeführt worden 
ist.  
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Als primärer Endpunkt gilt das ereignisfreie und Gesamtüberleben. Die Studie endet am 
28.02.2014, wobei die Patientenrekrutierung vom 01.03.2004 bis zum 28.02.2009 
geplant wurde. 
 
 
R:  Randomisierung 
A:  ARA-C; Cytarabin 
Dx:  lipsomales Daunorubicin; L-DNR 
I:  Idarubicin 
E:  Etoposidphosphat 
2-CDA: 2-Chloro-2-Desoxyadenosin 
HA:  Hochdosis Cytarabin 
M:  Mitoxantron 
Ha:  mittelhochdosiertes Cytarabin 
S:  Stratifizierung 
HAE:  Hochdosis Cytarabin/Etoposidphosphat 
SR:  Standardrisikogruppe 
HR:  Hochrisikogruppe 
MRD:  Minimal residual disease 
KMP:  Knochenmarkpunktion 
Doku:  obligatorische Dokumentation des Therapieelementes 
 
Abb. 4: AML-BFM 2004, Therapieschema 
 
 
1.3 P-Glykoprotein vermittelte Therapieresistenz 
Maligne Neoplasien konnten vor Einführung der zytostatischen Chemotherapie nur mit 
Operationen oder mit ionisierender Bestrahlung behandelt werden. Disseminierte 
Neoplasien wie die AML waren keiner kurativen Therapie zugänglich. Dies änderte sich 
durch Aufkommen der zytostatischen Chemotherapie in der 2. Hälfte des vorigen 
Jahrhunderts. Häufig ist die Wirksamkeit der Chemotherapie jedoch herabgesetzt durch 
eine primäre oder sich sekundär entwickelnde Resistenz der malignen Zellen gegenüber 
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zytostatisch wirksamen Substanzen. Dabei werden verschiedene Mechanismen dieser 
Resistenzentwicklung diskutiert, wobei einige in in vitro Untersuchungen belegt sind. 
 
Ein wichtiger Mechanismus ist die Überexpression von P-Glykoprotein (PGP) in der 
Membran maligner Zellen (Juliano und Ling, 1976). Es konnte gezeigt werden, dass 
dieses Protein, welches durch das MDR1-Gen kodiert wird, als aktive Pumpe zytosta-
tisch wirksame Substanzen aus der Zelle heraustransportieren kann (Ueda et al., 1986). 
PGP gehört zur ABC-Familie (ATP binding cassette) der Proteine. Hierbei handelt es 
sich um Transporter für eine Reihe von Substanzen wie Nährstoffe, Peptide, Poly-
saccharide, Gifte und Ionen in Bakterien, Pflanzen, Insekten und Säugern (Higgins und 
Gottesman, 1992). Das PGP-Molekül besteht aus 1280 Aminosäuren. Das Struktur-
modell, bedingt durch die Aminosäurensequenz, weist zwölf transmembrane Segmente 
und zwei intrazelluläre ATP-bindende Strukturen auf (Gottesman und Pastan, 1988). 
Das Molekül ist extrazellulär mehrfach glykosiliert. Des Weiteren konnte das 
Vorkommen von PGP als physiologischer Transporter unterschiedlicher exogener und 
endogener Substanzen in verschiedenen Organen nachgewiesen werden (Thiebaut et al., 
1987). Ebenso erfolgte der Nachweis einer PGP-Überexpression in malignen Tumoren 
(Asakuro et al., 2005). 
 
Die Funktionsweise von PGP wird durch unterschiedliche Modelle erklärt. Es wird 
angenommen, dass die zu transportierenden Substanzen direkt aus der Plasmamembran 
herausgepumpt werden. Die Tatsache, dass PGP überwiegend hydrophobe Substanzen 
transportiert, könnte hierfür als Beleg dienen (Zamora et al., 1988). In einem Versuch 
wurde Doxorubicin in der Plasmamembran lokalisiert (Raviv et al., 1990). Dabei konnte 
der Nachweis erbracht werden, dass Doxorubicin in resistenten Zellen nur an PGP 
gebunden vorkommt. Dies lässt die Vermutung zu, dass PGP Doxorubicin aus der Zelle 
entfernt. Andererseits wird das Modell der Flipase diskutiert. Dabei wird die Bindung 
der Substanzen an der inneren Membran mit anschließendem „Schnipsen“ in die äußere 
Membran oder aber dem sofortigen Transport ganz aus der Zelle diskutiert (Higgins und 
Gottesmann, 1992). Bei jedem Transport ist die ATPase-Aktivität erforderlich. 
 
Verschiedenen Studien bringen die Überexpression von MDR1 in Zusammenhang mit 
schlechtem Ansprechen auf Chemotherapie und schlechter klinischer Prognose bei 
Leukämien, Lymphomen, Weichteilsarkomen im Kindesalter, Neuroblastom, Osteo-
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sarkom und Mammakarzinom (Filipits et al., 1996). Des Weiteren lässt sich die These 
aufstellen, dass das unterschiedlich gute Ansprechen der Subtypen auch auf einer 
unterschiedlich hohen PGP-Expression bzw. -Aktivität beruht. Diese These soll u.a. in 
dieser Arbeit verifiziert oder falsifiziert werden. 
 
 
1.4 Therapieresistenz durch verändertes Apoptoseverhalten 
Bei der Apoptose handelt es sich um eine Form des programmierten Zelltodes. Dieser 
wird durch zellinterne Prozesse, beispielsweise durch Schädigung der DNA, ausgelöst 
und kann durch externe Faktoren begünstigt werden. Demnach handelt es sich um einen 
physiologischen Prozess, der selbst aktiv von der Zelle durchgeführt wird und natur-
gemäß zum Stoffwechsel gehört. Insgesamt verläuft die Apoptose in zwei Phasen, einer 
Initiations- und einer Effektorphase. Bei der Initiationsphase werden zusätzlich noch 
zwei weitere Vorgänge unterschieden. Hierbei handelt es sich um den sog. extrinsischen 
Weg (Apoptosetyp 1) und den intrinsischen Weg (Apoptosetyp 2) (Daniel et al., 2006). 
 
Im Mittelpunkt des extrinsischen Weges steht die Bindung von Liganden, beispiels-
weise Tumornekrosefaktoren (TNF) oder anderen Zytokinen, an einen Rezeptor der 
TNF-Rezeptorfamilie wie z.B. CD95 (Ashkenazi et al., 2008). Beim intrinsischen Weg 
hingegen kommt es zur Freisetzung von Cytochrom C und anderen pro-apoptotischen 
Faktoren wie SMAC/Diablo aus den Mitochondrien ins Zytoplasma. Ausgelöst werden 
kann dieser Weg durch Tumor-Suppressoren wie p53. Hierbei handelt es sich um einen 
Transkriptionsfaktor, der durch Schädigung der DNA aktiviert wird. p53 stimuliert die 
Expression pro-apoptotisch wirkender Mitglieder der Bcl-2 Familie. Dies führt zur 
Freisetzung der pro-apoptotischen Faktoren aus dem Intermembranraum der Mitochon-
drien. Die Bcl-2 Proteinfamilie spielt eine zentrale Rolle bei der Regulation der 
Apoptose. Zu dieser Familie gehören unter anderem Proteine, die eher anti-apoptotisch 
wirken, wie Bcl-2 oder Bcl-xL, aber auch Proteine die pro-apoptotisch wirken wie 
BNIP3, Bad, Bax, Bak, Bcl-xS, Bik und Bim (Zhang et al., 2008; Hübner et al., 2008).  
Kinder mit AMKL mit bzw. ohne Down Syndrom weisen ein unterschiedliches 
Therapieansprechen auf, welches unter anderem durch von einander abweichendes 
Apoptoseverhalten bedingt sein könnte. Möglicherweise kann dies auf eine unterschied-
liche Expression sowohl pro- als auch anti-apoptotischer Gene zurückgeführt werden 
(Chao et al., 1998;  Korsmeyer et al., 1999). 
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1.5 PI-3-Kinase-Inhibitor 
Die epidermal growth factor receptor Familie spielt eine wichtige Rolle bei unterschied-
lichen Aspekten der Entwicklung von Zelllinien, der Morphogenese sowie bei Zellüber-
leben und Zelluntergang. Jedoch können sie sowohl durch Mutationen als auch durch 
Überexpression eine ungehemmte Zellproliferation bewirken oder aber die Apoptose 
hemmen, wodurch die maligne Entartung gefördert werden kann. Zu dieser Familie 
gehört auch die PI-3-Kinase. Der PI-3-Kinase Transduktionsweg ist zum einen 
genetisch bestimmt durch den Verlust des PTEN Gens, zum anderen durch die Mutation 
des PI3K3CA Gens. Zur Beeinflussung des PI-3-Kinase Transduktionsweges im Sinne 
einer Hemmung des proliferativen Wachstums sowie Auslösung der Apoptose wurde 
für diese Arbeit der PI-3-Kinase Inhibitor LY294002 ausgewählt.  
 
Die Abb. 5 soll zur Verdeutlichung des Apoptosepathways sowie der Bedeutungsklä-
rung des PI-3-Kinase Inhibitors dienen (markiertes Feld). Durch den Einsatz des  
Inhibitors soll eine Hemmung der PI-3-Kinase ermöglicht werden, um so dem 
Zellüberleben durch Auslösen der Apoptose entgegen zu wirken.  
 
 
Abb. 5: Apoptosepathway (nach KEGG = Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, 
Internetadresse: http://www.genome.jp/kegg/pathway/hsa/hsa04210.html) 
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1.6 Trisomie 21 assoziierte AMKL 
Bei der Trisomie 21 handelt es sich um die häufigste numerische Chromosomen-
aberration bei lebenden Neugeborenen. Bereits im Jahre 1866 wurde der klinische 
Phänotyp des Down Syndroms durch Langdon Down beschrieben, jedoch erfolgte erst 
1959 durch Lejéune der Nachweis der Trisomie 21, einer numerischen Abberation 
(Lejeune et al., 1959). Die Inzidenz der Trisomie 21 bei Neugeborenen beträgt 1:600 bis 
1:800, wobei es gehäuft beim männlichen Geschlecht auftritt (1,3:1). Die Häufigkeit 
variiert in Abhängigkeit von demographischen Faktoren wie dem Einsatz pränataler 
Diagnostik mit vermehrter Abruptio bei Vorliegen einer Trisomie 21 und dem durch-
schnittlichen mütterlichen Gebäralter, wobei das Risiko für eine kindliche Trisomie 21 
mit zunehmendem Alter der Mutter steigt. Der klinische Phänotyp ist gekennzeichnet 
durch ein charakteristisches Dysmorphiemuster mit Brachyzephalie, kleinen Ohren mit 
gefalteter Helix, nach lateral ansteigenden Lidachsen, Epicanthusfalten, einer großen 
Zunge, einem kurzen breiten Hals sowie einer Vierfingerfurche. Ebenso weisen Kinder 
mit einer Trisomie 21 einen Intelligenzdefekt, z.T. angeborene Fehlbildungen in Form 
von z.B. charakteristischen Herzfehlern (Fallot-Tetralogie, AV-Septumdefekt) sowie 
Wachstumsdefizite auf (Jones, 2006). Kinder mit einer Trisomie 21 leiden häufig an 
hämatologischen Erkrankungen. Schätzungsweise 65% der Neugeborenen mit  
Trisomie 21 haben eine Polyzythämie, ebenso konnte häufig eine Makrozytose sowie 
eine Leukozytopenie nachgewiesen werden (Roizen und Amarose, 1993). 
 
Bei der transienten Leukämie (transient leukemia, transient myeloproliferative disorder, 
TMD) handelt es sich um eine Leukämieform, die fast ausschließlich bei Neugeborenen 
mit Down Syndrom vorkommt (Carpenter et al., 2005; Massey et al., 2006). Die 
Mehrzahl der Neugeborenen sind asymptomatisch und zeigen häufig eine spontane 
Remission innerhalb von drei Monaten. Die transiente Leukämie ist charakterisiert 
durch das Vorhandensein von Blasten im peripheren Blut. Die Anzahl der Blasten kann 
von einigen wenigen Zellen bis zu 400.000/µl variieren. Der Hämoglobinwert sowie die 
Anzahl der Neutrophilen liegen typischerweise im Normbereich. Auch die Thrombo-
zytenzahl ist in der Regel normal, jedoch können auch eine Thrombozytopenie oder 
aber eine Thrombozytose vorliegen. In unterschiedlichen prospektiven und retrospek-
tiven Studien wurde nachgewiesen, dass bis zu 26% der Kinder mit einer transienten 
Leukämie später eine AMKL entwickeln (Massey et al., 2006; Zipursky et al., 1987; 
Zipursky, 2003). 
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Eine AMKL tritt schätzungsweise bei einem von 50-200 Kindern mit Down Syndrom 
auf. Dabei ist die Inzidenz der AMKL bei Kindern mit DS deutlich höher als bei 
Kindern ohne DS. Sie entwickelt sich meist während der ersten vier Lebensjahre. Für 
die Entstehung einer AMKL ist möglicherweise eine Mutation im X-chromosomal 
vererbten Transkriptionsfaktor GATA1 verantwortlich. Dieser ist für die normale 
Entwicklung der Megakaryozyten von Bedeutung. (Hitzler und Zipursky, 2005; Izraeli, 
2004; Shivdasani, 2001). In einer Untersuchung von sieben Kindern mit DS und einer 
transienten Leukämie konnte eine GATA1-Mutation in den Blasten nachgewiesen 
werden (Mundschau et al., 2003). 
 
In Bezug auf andere Neoplasien konnte in unterschiedlichen Studien gezeigt werden, 
dass Kinder bzw. Erwachsene mit DS sehr viel seltener an Neuroblastomen, Nephro-
blastomen, Magenkarzinomen, Kolorektalkarzinomen oder Mammakarzinomen erkran-
ken als Menschen gleichen Alters und Geschlecht ohne eine Trisomie 21 (Hasle et al., 
2000). Die Lebenserwartung von Kindern mit Down Syndrom ist in den letzten Jahren 
von anfänglich 9 Jahren (1929) auf mittlerweile 60 Jahre (2004) angestiegen. 
 
 
 AMKL-DS AMKL 
Inzidenz: 1 / 50-200 1 / 25.000-100.000 
 
Krankheitsbeginn: innerhalb der ersten 4 LJ innerhalb der ersten 4 LJ 
 
Durchschnittsalter bei 
Diagnose: 
 
medianes Alter 
(Bereich) 
 
1,5 Jahre 
 
21 Monate 
(8-38 Monate) 
 
1,5 Jahre 
 
15 Monate 
(2-185 Monate) 
 
Zytostatikasensitivität 
 
++ 
 
- 
 
Therapieansprechen 
 
Gutes Ansprechen  
mit kompletter Remission 
 
Geringes Ansprechen, im 
Sinne einer primären 
Resistenz 
   
Tab. 3: Gegenüberstellung der AMKL mit und ohne Down Syndrom  
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1.7 Zielsetzung der Arbeit 
Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung und Charakterisierung der Zelllinien CMK,  
M-07e und UT-7, die als Modelle für die AMKL mit und ohne DS dienten, sowie der 
Zelllinien HL-60 und K-562, welche zu Kontrollzwecken untersucht wurden. Mittels 
Zytotoxizitätsassays sollte die Sensitivität der Zelllinien auf verschiedene Zytostatika 
überprüft werden. Entsprechend der im Protokoll der AML-BFM-Studie benutzten 
Zytostatika wurden die Tests mit Doxorubicin, Cytarabin und Mitoxantron durchge-
führt. Diese Zytotoxizitätsassays sollten helfen, das unterschiedliche Therapieanspre-
chen der AMKL bei Kindern mit und ohne DS zu verstehen. Durch die Untersuchungen 
sollte geprüft werden, ob in vitro eine unterschiedliche Sensitivität der verschiedenen 
Zelllinien auf die eingesetzten Zytostatika vorliegt. Es sollte die Rolle der Expression 
von MDR1 (PGP) bei der AMKL in Bezug auf die Zytostatikaresistenz geklärt werden. 
Dabei sollte mittels Durchflusszytometrie überprüft werden, ob die Stärke der 
Expression dieses Proteins mit einer verminderten Toxizität der eingesetzten Zytostatika 
bei den untersuchten Zelllinien korreliert (Puhlmann et al., 2005). Zudem sollten 
weitere mögliche Resistenzmechanismen wie der Einfluss apoptoseassoziierter Gene 
und die Bedeutung einer im Verlauf der hämatologischen Reifung zu unterschiedlichem 
Zeitpunkt stattfindenden malignen Transformation in eine leukämische Stammzelle, im 
Sinne einer stammzellnahen bzw. stammzellfernen Transformation, untersucht werden. 
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2 Material und Methoden 
 
2.1 Material 
 
2.1.1 Zelllinien 
Die promyeloische AML-Zelllinie HL-60 diente als Kontrolle. Diese Zelllinie wurde 
1976 aus dem peripheren Blut einer an akuter myeloischer Leukämie FAB M2 
erkrankten 35 Jahre alten Frau etabliert (Collins et al., 1977; Gallagher et al., 1979; 
Dalton et al., 1988). Die Zelllinie CMK wurde 1985 aus dem peripheren Blut  eines 
zehn Monate alten Jungen mit DS etabliert, der an akuter megakaryoblastärer Leukämie 
litt (Sato et al., 1989; Komatsu et al., 1989). Des Weiteren wurden die Zelllinien M-07e 
und UT-7 kultiviert. Bei der Zelllinie M-07e handelt es sich um den Zelltyp einer 
humanen AMKL, deren Zellen aus dem peripheren Blut eines sechs Monate alten 
Mädchens ohne DS etabliert werden konnten. Die Zelllinie UT-7 konnte aus dem 
Knochenmark eines 64 jährigen Mannes gewonnen werden, bei dem 1988 die Diagnose 
einer AMKL gestellt wurde (Avanzi et al., 1988; Avanzi et al., 1990; Drexler, 1994; 
Drexler et al., 1997; Komatsu et al., 1991). Diese beiden Zelllinien benötigten die 
Zugabe des Wachstumsfaktors GM-CSF. Die Zelllinie K-562, etabliert aus dem Pleura-
punktat einer 53 jährigen Frau mit chronischer myeloischer Leukämie in Blastenkrise, 
wurde ebenfalls kultiviert (Lozzio und Lozzio, 1973; Lozzio und Lozzio, 1975; Drexler, 
1994). Die Zelllinien MUTZ-3 (Drexler et al., 1997), etabliert aus dem peripheren Blut 
eines 29 jährigen Mannes mit AML FAB M4, und AML-193 (Lange et al., 1987), 
gewonnen von einem 13 jährigen Mädchen mit AML FAB M5, wurden ebenfalls für 
PCR-Versuche in Kultur gehalten.  
 
Die Zelllinien wurden über die DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und 
Zellkulturen GmbH) bezogen. Außerdem wurden Proben verwendet, die aus der 
Isolierung von Blasten verschiedener kindlicher Patienten mit AML stammten. 
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2.1.2 Chemikalien und Biochemikalien 
 
2.1.2.1 Zellkulturreagenzien und Reagenzien zur Gefrierpräparation 
Das Kulturmedium RPMI 1640 wurde von der Firma Life Technologie/Invitrogen 
GmbH (Karlsruhe) bezogen, MEM Alpha Medium stammte von der Firma 
GIBCO/Invitrogen. Fetales Kälberserum (FCS) wurde ebenfalls von der Firma 
GIBCO/Invitrogen (Karlsruhe) bezogen. Der Wachstumsfaktor GM-CSF (Leukine®) 
wurde von der Firma Berlex bezogen. Zum Ablösen der adhärent wachsenden Zelllinien 
(M-07e und UT-7) wurde Accutase II der Firma PAA Laboratories GmbH (Österreich) 
verwendet. Zur Herstellung der Gefrierlösung wurde Dimethylsulfoxid (DMSO) 
„research grade“ der Firma Serva (Heidelberg) benutzt.  
 
 
2.1.2.2 Chemikalien für den Zytotoxizitätsassay (MTT) 
MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-y)-2,5-dimethyltetrazoliumbromid) wurde von der 
Firma Sigma (Deisenhofen) bezogen. PBS2- Puffer (ohne Ca2+ und Mg2+), pH 7,4 
stammte von der Firma Life Technologies GmbH (Karlsruhe). Zur Herstellung des 
Lysepuffers wurden Dimethylformamid (DMF) und Natriumdodecylsulfat (SDS) von 
der Firma Sigma (Deisenhofen) und Aqua ad injectionem (Apotheke Universitäts-
klinikum Münster) eingesetzt.  
 
 
2.1.2.3 Zytostatika 
Doxorubicin (Adriblastin®) der Firma Pharmacia & Upjohn (Nürnberg)           
Cytarabin der Firma Pharmacia & Upjohn  
Mitoxantron der Firma Pharmacia & Upjohn 
                  
 
Abb. 6: Strukturformeln Doxorubicin, Cytarabin und Mitoxantron 
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2.1.2.4 Phosphatidylinositol-3-Kinase-Inhibitor 
Der Phosphatidylinositol-3-Kinase-Inhibitor LY294002 stammte von der Firma 
Cayman Chemical (Michigan, USA).  
 
 
2.1.3  Geräte und Verbrauchsmaterialien 
Zellkultur______________________________________________________________ 
 
Brutschrank:  Steri-Cult 3033   Forma Scientific 
        (Marietta, USA) 
 
Einwegartikel:  Kulturflaschen: 250ml, 50ml  Greiner Bio-One GmbH 
        (Nürtingen) 
   Zellkulturplatten:  
  
24 Vertiefungen  Nunc  
(Kamstrup, Dänemark) 
 
   Röhre 15 ml, steril   Sahrstedt (Nürnbrecht) 
 
   Röhre 50 ml, steril   Sahrstedt 
    
   Pipetten: 
    
   1 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml  Eppendorf (Hamburg) 
 
   Kryoröhrchen: 1,8 ml   Nunc 
        (Kamstrup, Dänemark) 
 
Mikroskope:  Invertoskop: ID 02   Zeiss (Oberkochen) 
 
Pipetten:  Multipette    Eppendorf 
 
   Pasteurpipetten Glas 145 mm Brand 
 
Sterilbank:  Biogard Hood B40-112  Baker 
        (Sanford, Maine, USA) 
 
Sterilfiltration: Filter: 0,22 µm   MembraPure (Bodenheim) 
 
   Spritze: 5 ml, 10 ml   Dispomed (Gelnhausen) 
 
Zählkammer:  Neubauer    Assistent 
 
Zentrifuge: Biofuge 1,0R Kühlzentrifuge  Herareus Sepatech 
(Hannover) (1647 x g) 
        
Material und Methoden 19 
MTT-Assay:___________________________________________________________ 
 
Einwegartikel:  Zellkulturplatten:   Falcon (USA) 
   96 Vertiefungen 
 
   Combitips Plus: 2,5 ml, 5 ml  Eppendorf (Hamburg) 
 
ELISA – Reader: Multiscan Ascent / 35400588  ThermoLabsystems 
        (Frankfurt) 
 
Magnetrührer:  Ikamag® RLT    Janke & Kunkel, IKA-Werk 
(Staufen) 
 
 
MTT-Lösung (50 ml)  
MTT   250 mg    Sigma (Deisenhofen) 
PBS-Puffer* pH 7,4    50 ml     Life Technologies 
 (Karlsruhe) 
 
* NaCl 136 mM, KCl 2,68 mM, Na2HPO4 8,2 mM, KH2PO4 1,47 mM, pH 7,4 
  
 
Lysepuffer (500ml) 
SDS    100 g    Sigma  
H2O (demineralisiert)  250 ml    Apotheke 
Dimethylformamid  250 ml    Sigma 
 
 
 
 
FACS-Analyse:_________________________________________________________ 
 
Messröhrchen: Tubes 5 ml, Rundbodenröhrchen, Becton Dickinson, USA 
   Polystyrol 
 
Flowzytometer: FACS Calibur    Becton Dickinson 
  Cellquest Pro©-Software   Becton Dickinson 
  
Antikörper       Becton Dickinson 
 
PCR________________________________________________________________ 
LightCycler       Firma Roche  
(Grenzach-Wyhlen) 
          
RNeasy micro Kit für Lymphozyten    Firma Qiagen (Hilden)  
beta-Mercaptoethanol      Serva (Heidelberg) 
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Ethanol (70% und 96-100%)     Serva  
Sterile, RNase freie Pipetten     Eppendorf (Hamburg) 
Microcentrifuge (für 2 ml Tubes)    Eppendorf  
Trypsin       Life Technologies  
        (Karlsruhe) 
cDNA Synthese Kit für RT-PCR    Firma Roche  
LightCycler™ Primer-Set     Search LC GmbH 
(Heidelberg) 
 
Microarray_________________________________________________________ 
AB 1700 Chemilumineszent Microarray Scanner        Applied Biosystems  
  (Foster City, USA) 
 
Whole Genome Arrays  Applied Biosystems  
 
 
2.2 Methoden 
 
2.2.1 Sterilisation von Materialien und Lösungen 
Hitzebeständige Glas- und Plastikmaterialien sowie Lösungen wurden durch 
Autoklavieren bei 121ºC über 25 Minuten sterilisiert. Nicht hitzestabile Lösungen 
wurden sterilfiltriert, wobei die Porenweiten der Sterilfilter 0,45 µm bzw. 0,2 µm 
betrugen, abhängig von der Konsistenz der verwendeten Lösungen. 
 
 
2.2.2  Kultivierung der Zelllinien 
Die Zellen wurden in flüssigem Stickstoff gelagert. Um sie in Kultur zu nehmen, 
wurden sie kurz unter fließendem Warmwasser angetaut und in ein steriles 
Universaltube mit 30 ml vorgewärmtem Zellkulturmedium (RPMI 1640 mit 10% FCS 
bzw. MEM Alpha mit 20% FCS) überführt. Anschließend wurde das Tube bei 
Raumtemperatur mit 200 g zentrifugiert. Der verbleibende Überstand wurde abge-
gossen, die Zellen in Zellkulturmedium aufgenommen und in eine Zellkulturflasche 
überführt. Die Kulturbedingungen der untersuchten Zelllinien sind in Tab. 4 aufgelistet 
(DSMZ, Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH). 
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Zellart Kultur-
flasche 
Medium Medium-
menge 
FCS- 
Konz. 
Wachstums- 
faktoren 
Angestrebte 
Zelldichte 
Wachstumsart + 
Verdopplungszeit 
CMK 250 ml 
Flasche 
90% 
RPMI 
30 ml 10% keine 1,0-1,5 x 106 
Zellen/ml 
in Suspension, 
einzelne adhärent, 
40-50 Stunden 
M-07e 25 ml 
Flasche 
90% 
RPMI 
7 ml 10% GM-CSF 
(10 ng/ml) 
0,5-1,0 x 106 
Zellen/ml 
in Suspension und 
adhärent, 
32-46 Stunden 
HL-60 250 ml 
Flasche 
90% 
RPMI 
30 ml 10% keine 0,5-1,0 x 106 
Zellen/ml 
in Suspension, 
25 Stunden 
UT-7 24 Well 
Platte 
80% 
alpha-
MEM 
1 ml  
pro Well 
20% GM-CSF 
(5 ng/ml) 
0,5-1,0 x 106 
Zellen/ml 
Einzelzellen in 
Suspension,  
leicht adhärent, 
60-70 Stunden 
K-562 250 ml 
Flasche 
90% 
RPMI 
30 ml 10% keine 1,0-1,5 x 106 
Zellen/ml 
in Suspension, 
30-40 Stunden 
MUTZ-3 24 Well 
Platte 
80% 
alpha-
MEM 
1 ml  
pro Well 
20% GM-CSF 
(10 ng/ml) 
0,5-1,0 x 106 
Zellen/ml 
in Suspension, 
Zellklumpen, 
110 Stunden 
AML-193 25 ml 
Flasche 
90% 
RPMI 
7 ml 10% keine 0,5-1,0 x 106 
Zellen/ml 
in Supension, klei-
ne Zellklumpen, 
50-60 Stunden 
 
Tab. 4: Zellkulturbedingungen der einzelnen Zelllinien 
 
 
Sobald die Zellen ein normales Wachstumsverhalten und eine unauffällige Zellmorpho-
logie zeigten, konnten sie für Experimente verwendet werden. Die Standardbedin-
gungen für den Inkubator waren eine Temperatur von 37ºC bei 100% Luftfeuchte und 
5% CO2. 
 
 
2.2.3 MTT-Assay 
Der MTT-Assay ist ein sensitiver in vitro Zytotoxizitätsassay, der auf der Grundlage 
einer colorimetrischen Bestimmung stoffwechselaktiver Zellen basiert. Durch die in 
vitalen Mitochondrien stattfindende Reduktion einer Tetrazolium-Komponente (MTT) 
zu dem unlöslichen Formazan kommt es zu einem Farbumschlag, der im Photometer 
bestimmt wird. Dabei werden Zellen unterschiedlichen Konzentrationen von Zytostatika 
ausgesetzt und nach definierten Zeitpunkten wird die verbliebene Vitalität der Zellen 
bestimmt. Die Inhibition des Zellwachstums wird bestimmt in Bezug auf die Anzahl der 
vitalen Zellen zum gleichen Zeitpunkt und unter gleichen Bedingungen ohne Zusatz 
eines Zytostatikums. Als Zytostatika wurden Doxorubicin, Mitoxantron und Cytarabin 
gewählt, weil diese Substanzen bei kindlicher AML im Rahmen der AML-BFM 2004 
Studie Verwendung finden. 
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2.2.3.1 Durchführung des MTT-Assays 
Für die Durchführung eines MTT-Assays wurden jeweils 3 Platten für Messungen nach 
24, 48 und 72 Stunden angesetzt. Die Zellen wurden in die Vertiefungen der 96-Well 
Platten ausgesät, wobei für jede Zelllinie bereits im Vorfeld die optimale Zellzahl pro 
Vertiefung ermittelt wurde. Bei der Zelllinie UT-7 konnten aufgrund erschwerter 
Kulturbedingungen in der 96 Well Platte nur Messungen nach 24 und 48 Stunden 
erfolgen. 
 
 
HL-60     80.000/Well 
CMK     75.000/Well 
M-07e   180.000/Well 
UT-7     80.000/Well 
K-562     60.000/Well 
 
Tab. 5: Optimale Zelldichte der Zelllinien in Zellen/Well für den MTT-Test 
 
 
 
 
Neben den Kontrollwells ohne Zytostatikum wurden dem Zellkulturmedium die 
Zytostatika in Konzentrationen hinzugegeben, wie sie in Tab. 6 angegeben sind. Dabei 
stieg die Konzentration der Zytostatika pro Reihe, wobei die jeweils 8 untereinander-
liegenden Wells mit der gleichen Zytostatikakonzentration beladen waren.  
 
 
 
Doxorubicin 
(µg/ml) 
0,004 0,008 0,04 0,08 0,1* 0,2* 0,3* 0,4 0,5* 0,6* 0,7* 0,8 4 8 
Cytarabin 
(µg/ml) 
0,002 0,02 0,025 0,05 0,1 0,15 0,2 0,5 1 2 2,5 5   
Mitoxantron 
(µg/ml) 
0,001 0,01 0,1 1           
 
Tab. 6:  Zytostatikakonzentrationen für den MTT-Test 
  *Diese Konzentrationen wurden nur für die Zelllinie CMK verwendet. 
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Nach jeweils 24, 48 und 72 Stunden wurden den zu untersuchenden Platten 20 µl MTT-
Lösung pro Vertiefung hinzugegeben. Anschließend erfolgte die Inkubation der Platten 
für 3 Stunden bei 37ºC im Brutschrank. In dieser Zeit erfolgte die Reduktion des 
Tetrazoliumsalzes zum wasserunlöslichen blauen Formazan-Farbstoff durch Dehydro-
genasen der Mitochondrien vitaler Zellen. Es folgte eine 10-minütige Zentrifugation bei 
1647 g sowie das vorsichtige Absaugen der MTT-Lösung. Nach Zugabe von 100 µl 
Lysepuffer pro Vertiefung wurden die Zellen für 15 Minuten auf dem Schüttler bei 
Raumtemperatur inkubiert, so dass eine Solubilisierung des in den Zellen präzipierten 
Farbstoffs erfolgen konnte. Die Bestimmung der optischen Dichte der einzelnen Wells 
erfolgte mit dem ELISA-Reader. Die Extinktion wurde bei einer Testwellenlängelänge 
von 492 nm und einer Referenzwellenlänge von 650 nm bestimmt.  
 
 
2.2.3.2 Auswertung des Zytotoxizitätsassays 
Alle MTT-Assays wurden mehrfach durchgeführt mit jeweils vier beziehungsweise acht 
Bestimmungen pro Konzentration. Außer bei der Darstellung repräsentativer Versuche 
wurden die Ergebnisse als arithmetische Mittelwerte x angegeben. 
 
 
 
Arithmetischer Mittelwert:     
                                                       
 
 
 
 
Zur Abschätzung des Messfehlers der Einzelmessungen wurde die Standardabweichung 
(sd) bzw. der Standardfehler (se) angegeben. 
 
 
Standardabweichung:   
         
    
 
Standardfehler:  
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2.2.4 Durchflusszytometrie (FACS) 
 
2.2.4.1 Funktionsprinzip des Flowzytometers 
Bei der Durchfluss- oder Flowzytometrie handelt es sich um ein Verfahren zur Messung 
der physikalischen und molekularen Eigenschaften von einzelnen Zellen oder Zellpopu-
lationen. Sie basiert auf der Grundlage einer Antigen-Antikörper-Reaktion mit fluores-
zenzmarkierten Antikörpern. Zur Analyse werden die Zellen einer Zellsuspension 
einzeln über eine dünne Kapillare durch einen gebündelten Laserstrahl geeigneter 
Wellenlänge geleitet. Werden die Elektronen des Fluoreszenzfarbstoffes der spezifi-
schen Antikörper durch den Laserstrahl angeregt, gelangen sie auf ein höheres Energie-
niveau. Nach dem Laserimpuls fallen die Elektronen wieder auf ihr Ursprungsniveau 
zurück, wodurch es zu einer Energiefreisetzung in Form von Photonen kommt, der sog. 
Fluoreszenz. Die emittierte Photonenenergie eines Einzelereignisses verhält sich dabei 
proportional zur Menge der gebundenen Antikörpern pro Zelle. Über die Lichtbeugung 
und -streuung des Laserstrahls können zusätzliche Informationen über die Größe und 
Granularität der Zellen gewonnen werden, welche graphisch im Dotplot-Diagramm 
dargestellt werden können. Dieses ermöglicht auch eine isolierte Betrachtung und 
Identifikation von Zellen einer Population in einem Zellgemisch durch sog. Gating. Die 
fluoreszenzmarkierten Antikörper sind gegen definierte Differenzierungsmoleküle auf 
der Zelloberfläche oder im Zytoplasma einer Zelle gerichtet. Sie ermöglichen die 
Messung der Expression von Molekülen auf oder innerhalb einer Zelle. Sie gehören oft 
zum System der Leukozytendifferenzierungsantigene und sind international nach dem 
CD-System (cluster of differentiation) festgelegt.  
 
Die Flowzytometrie erfüllt eine wichtige Funktion in der Diagnostik von Leukämien. 
Die Immunphänotypisierung ermöglicht zum einen die Unterscheidung zwischen 
myeloischer und lymphatischer Leukämie. Außerdem kann sie dazu beitragen, durch 
den Nachweis z.B. monozytärer oder thrombozytärer Marker sowie fehlenden Markern 
der myeloischen Ausreifung eine myeloische Leukämie weiter zu differenzieren. Auch 
lymphatische Leukämie werden durch die Expression bestimmter Marker weiter 
differenziert. In dieser Arbeit wird die Flowzytometrie zum Nachweis der Expression 
von PGP verwendet.  
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2.2.4.2 Flowzytometrischer Nachweis von PGP u. weiteren Antigenen 
Es wurden 250 µl Zellsuspension mit einer Konzentration von 2 x 106 Zellen pro ml 
zusammen mit den fluoreszenzmarkierten Antikörpern in ein 5 ml Tube pipettiert und 
unter Lichtausschluss 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach zweimaligem 
Waschen mit PBS-Puffer erfolgte die Messung der Probe mit dem FACS-Gerät, wobei 
pro Probe 10.000 Ereignisse erfasst wurden. Die Messung erfolgte als sog. 4-Farben-
FACS mit Antikörpern, welche mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert 
waren, die Licht verschiedener Wellenlängen emittieren. Die unterschiedlichen 
Wellenlängen ermöglichten ein Unterscheiden der einzelnen Farbstoffe und damit 
Antigene auf den Einzelzellen. 
 
Spezifität der Antikörper:  
CD7:  T-Zell-Antigen, z.T. myeloische Vorläuferzellen bzw. Blasten, FITC 
CD33:  Monozyten, myeloische Vorläuferzellen, PC5 
CD34:  myeloische und lymphatische Vorläuferzellen, APC 
PGP:  P-Glykoprotein, PE 
CD41:  megakaryo-thrombozytäres Antigen, FITC 
 
 
2.2.4.3 Auswertung 
Die mittels der Flowzytometrie durchgeführten Messungen wurden mit Cellquest Pro©-
Software der Firma Becton Dickinson ausgewertet. In den Ergebnissen der PGP- 
Bestimmung bezogen sich die angegeben Prozentwerte auf den Anteil aller in einer 
Messung erfassten Blasten, welche gleich 100% gesetzt wurden. Durch den Nachweis 
der Fluoreszenz des PE-gekoppelten PGP Antikörpers auf den Zellen, ergibt sich die 
quantitative PGP-Expression. Als Negativkontrolle diente jeweils eine Färbung der 
Probe mit PE-gekoppelten Glycophorin A. 
 
 
2.2.5 Real-time-quantitative PCR 
Bei der Real-time-PCR handelt es sich um eine Vervielfältigungsmethode für 
Nukleinsäuren auf der Basis der herkömmlichen PCR mit der Möglichkeit der 
Quantifizierung des eingesetzten Templates. Die laufende Erfassung von 
Fluoreszenzmessungen während der Durchführung der PCR-Zyklen ermöglicht die 
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angestrebte Quantifizierung. Zuerst erfolgte die RNA-Isolierung, dieses wurde mit Hilfe 
von RNeasy Kits der Firma Qiagen gemäß Herstellerangaben durchgeführt. Eine 
Grundvoraussetzung für die RNA-Isolation waren ein effektiver Aufschluss durch einen 
Lysepuffer, d.h. ein kompletter Aufschluss von Zellwänden und von Zell- und 
Organellmembranen, zur Freisetzung sämtlich vorhandener RNA sowie eine 
Homogenisierung im Vortex-Schüttler zur Reduktion der Viskosität des Zelllysats, um 
eine möglichst gute Bindung der RNA an die RNeasy-Membran zu erzielen. 
Anschließend muss die RNA in cDNA umgeschrieben werden. Die gewonnene cDNA 
wird dann in der PCR eingesetzt. Mit Hilfe von spezifischen Primern können bestimmte 
Sequenzen vervielfältigt werden. Liegen diese Sequenzen nicht vor, erhält man folglich 
auch kein Produkt. Die cDNA Synthese erfolgte in dieser Arbeit mit Kits der Firma 
Roche gemäß Herstellerangaben. Die gewonnene cDNA wurde als Substrat in Light 
Cycler Kits der Firma Search LC eingesetzt. Die Quantifizierung erfolgte mit Hilfe von 
Standardkurven. Um die Ergebnisse der unterschiedlichen Zelllinien miteinander ver-
gleichen zu können, wurde die abgelesene absolute Kopienanzahl des Zielgens ins Ver-
hältnis zu der Expression eines sog. „housekeeping gens“ Cyclophilin B (CPB) gesetzt. 
 
 
2.2.6 MTT-Assay mit Phosphatidylinositol-3-Kinase-Inhibitor 
Bei LY294002 handelt es sich um einen spezifischen und selektiven Inhibitor der 
Phosphatidylinositol-3-Kinase (Vlahos et al., 1994). Phosphatidylinositol-3-Kinase ist 
ein Enzym, welches Phosphoinositole in der D-3 Position des Inositolringes phos-
phoryliert und so Teil der Signaltransduktionswege der Zelle ist. LY294002 inhibiert 
bei einer Konzentration von 1,4 µM die Aktivität gereinigter Phosphatidylinositol-3-
Kinase um 50%. LY294002 hat keinen Einfluss auf die Aktivität von PI-4-Kinase, 
EGF-Rezeptor, PDGF-Rezeptor, Insulinrezeptor, c-scr, MAP-Kinase, Proteinkinase C 
und andere. Dabei kann LY294002 in entsprechenden Konzentrationen die Aktivität 
von Phosphatidylinositol-3-Kinase komplett inhibieren. 
 
Der für den Versuch verwendete PI-3-Kinase-Inhibitor wurde in DMSO gelöst. Der 
MTT-Assay wurde mit den Zelllinien CMK und M-07e durchgeführt. Die Zellen 
wurden mit dem PI-3-Kinase-Inhibitor (Endkonz. im Well 12,5 µM, 25 µM, 50 µM) für 
24 Stunden vorinkubiert. Danach wurde das Zytostatikum Doxorubicin zugegeben 
(Endkonz. im Well 0,8 µg/ml und 8 µg/ml). Bei diesen Versuchen wurden jeweils 4 
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Wells mit der gleichen Zytostatikakonzentration beladen. Nach weiteren 24, 48 und 72 
Stunden erfolgte nach Zugabe des MTT-Reagenz und der Lyse wie unter 2.2.3.2 
beschrieben die Auswertung. 
 
 
2.2.7 Microarray 
Die Microarray Analysen wurde mit einem Chemilumineszenz Microarray Scanner 
durchgeführt. Dazu musste die RNA mit Digoxigenin in einer doppelten RT-IVT-
Reaktion markiert werden. Anschließend wurde die aufgereinigte und markierte cRNA 
auf die Whole Genome Arrays hybridisiert. Daraufhin erfolgte die Detektion mit einem 
Digoxigenin-spezifischen Antikörper, welcher mit alkalischer Phoaphatase konjugiert 
war. Durch enzymatische Umsetzung eines Substrates kam es zur Chemilumineszenz, 
die mit Hilfe des Scanners registriert wurde und mit der Navigator-Software in Daten 
umgewandelt werden konnte. Die Microarray Analysen wurden in der Harvard Medical 
School in Boston durchgeführt. Insgesamt wurden 24 DS-AMKL und 39 non-DS-
AMKL Proben untersucht (Bourquin et al., 2005). In Anlehnung an dieses Paper 
wurden die Ergebnisse für diese Arbeit benutzt und entsprechend unserer Fragestellung 
verwertet. Zur Auswertung wurden nur Daten verwendet, welche die Qualitätskriterien 
der Navigator Software erfüllten. 
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3 Ergebnisse 
 
3.1 Ergebnisse der MTT-Assays 
 
3.1.1 Zelllinie HL-60 
Zur Bestimmung der Zytostatikasensitivität der untersuchten Zelllinien wurde der MTT-
Assay (Zytotoxizitätsassay) durchgeführt. Dabei wurden die Zelllinien mit den 
Zytostatika Doxorubicin, Cytarabin und Mitoxantron in unterschiedlichen Konzentra-
tionen inkubiert und nach 24, 48 und 72 Stunden die verbliebene Zellvitalität colori-
metrisch bestimmt. Die Zelllinie HL-60 (AML FAB M2) wurde als Kontrolle für alle 
weiteren Untersuchungen ausgewählt, da sie nur eine äußerst geringe PGP-Expression 
aufwies und sich gut in Zellkultur vermehren ließ. Bereits an Tag 1 fand sich im 
Vergleich zur Kontrolle ohne Zytostatikum eine deutliche Wachstumshemmung ab 
einer Doxorubicinkonzentration von 0,4 µg/ml. Bei den Konzentrationen 4 und 8 µg/ml 
ließen sich bereits an Tag 1, und ab einer Konzentration von 0,4 µg/ml ab Tag 2 kaum 
noch vitale Zellen nachweisen. An Tag 3 fand sich auch bei einer Konzentration von 
0,04 µg/ml eine deutliche Wachstumshemmung. Bei einer Konzentration von 0,4 µg/ml 
und höher ließen sich nach 72 Stunden keine vitalen Zellen nachweisen. Somit konnte 
im Zytotoxizitätstest eine gute Wirksamkeit von Doxorubicin bei der Zelllinie HL-60 
gezeigt werden (Abb. 7). 
 
Für Cytarabin zeigte sich an Tag 1 ab einer Konzentration von 1 µg/ml eine Reduktion 
der Zellvitalität um 50% im Vergleich zum Wachstum ohne Zytostatikum. An Tag 2 
wurde bereits bei einer Konzentration von 0,1 µg/ml eine 75%ige Wachstumshemmung 
erreicht. Bei höheren Konzentrationen ließen sich nur noch wenige vitale Zellen 
nachweisen. An Tag 3 nahm die Zytostatikawirkung nochmals zu, so dass bei 0,2 µg/ml 
und höheren Konzentrationen die Anzahl der vitalen Zellen gegen Null ging. Insgesamt 
zeigte sich im MTT-Assay wie bei Doxorubicin eine gute Wirksamkeit von Cytarabin 
bei der Zelllinie HL-60 (Abb. 8). 
 
Mitoxantron wies bereits an Tag 1 eine deutliche Wirksamkeit für eine Konzentration 
von 0,1 µg/ml auf. Niedrigere Konzentrationen zeigten geringgradige Supprimierungen 
des Zellwachstums. In den beiden folgenden Tagen war eine Wachstumshemmung 
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schon bei 0,01 µg/ml festzustellen. Bei den Konzentrationen 0,1 µg/ml und 1 µg/ml 
waren zu diesem Zeitpunkt kaum noch vitale Zellen nachweisbar. Auch für Mitoxantron 
zeigte sich eine gute Wirksamkeit bei der Zelllinie HL-60 (Abb. 9). 
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  Abb. 7:  Messung der Zellvitalität von HL-60 nach Tag 1, 2 und 3; 
   MTT-Assay mit Doxorubicin 
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  Abb. 8:  Messung der Zellvitalität von HL-60 nach Tag 1, 2 und 3; 
   MTT-Assay mit Cytarabin 
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  Abb. 9:  Messung der Zellvitalität von HL-60 nach Tag 1, 2 und 3; 
   MTT-Assay mit Mitoxantron 
 
 
3.1.2 Zelllinie K-562 
Bei K-562 handelt es sich um eine Zelllinie eines Patienten mit chronischer myeloischer 
Leukämie in Blastenkrise. Auch bei dieser Zelllinie zeigte sich eine Wirksamkeit von 
Doxorubicin. An Tag 1 konnte eine Wachstumshemmung ab einer Doxorubicinkonzen-
tration von 0,8 µg/ml im Vergleich zur Kontrolle ohne Zytostatikum gezeigt werden. 
An den folgenden beiden Tagen trat diese Wachstumshemmung ab einer Konzentration 
von 0,4 µg/ml noch deutlicher zum Vorschein. Eine Suppression von über 50% im 
Vergleich zur Kontrolle ohne Doxorubicin ließ sich bei 0,4 µg/ml (Tag 3) konstatieren. 
Im Zytotoxizitätsassay konnte eine Wirksamkeit von Doxorubicin bei der Zelllinie  
K-562 gezeigt werden (Abb. 10). 
 
Cytarabin (Abb. 11) wies bei K-562 eine geringe Wirksamkeit auf. An Tag 1 zeigte sich 
im Vergleich zur Kontrolle ohne Zytostatikum allenfalls eine geringe Suppression des 
Zellwachstums für die Konzentrationen 0,1 µg/ml bis 5 µg/ml. An Tag 2 wurde in 
einem Konzentrationsbereich von 0,1 µg/ml bis 5 µg/ml eine Wachstumshemmung von 
25% sichtbar. An Tag 3 ließ sich eine geringe Wirkung von Cytarabin weiterhin 
nachweisen. Bei einer Konzentration von 0,1 µg/ml bis 5 µg/ml ergab sich mit 
Cytarabin eine Wachstumshemmung von 30 bis 40%.  
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Im Zytotoxizitätstest mit Mitoxantron zeigte sich an Tag 1 eine Reduktion der Zellzahl 
um 30% bei der maximalen Konzentration von 1 µg/ml. Niedrigere Konzentrationen 
zeigten eine geringere Wirksamkeit. An Tag 2 wurde eine Wachstumshemmung von 
beinahe 50% bei einer Konzentration von 0,1 µg/ml deutlich. An Tag 3 konnte mit einer 
Konzentration von 1 µg/ml eine Reduktion der Zellzahl um ca. 70% erreicht werden 
(Abb. 12). 
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  Abb. 10: Messung der Zellvitalität von K-562 nach Tag 1, 2 und 3; 
 MTT-Assay mit Doxorubicin 
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  Abb. 11: Messung der Zellvitalität von K-562 nach Tag 1, 2 und 3; 
 MTT-Assay mit Cytarabin 
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  Abb. 12: Messung der Zellvitalität von K-562 nach Tag 1, 2 und 3; 
 MTT-Assay mit Mitoxantron 
 
 
3.1.3 Zelllinie CMK 
Bei der Zelllinie CMK handelt es sich um eine megakaryoblastäre Leukämie (AMKL) 
bei Down Syndrom. Auch im Zytotoxizitätsassay dieser Zelllinie konnte eine Wirksam-
keit des Zytostatikums Doxorubicin nachgewiesen werden. Im MTT-Test ließ sich ab 
Tag 1 für eine Doxorubicinkonzentration oberhalb von 0,4 µg/ml eine Wachstumshem-
mung konstatieren (Abb. 13 und 14). Ab einer Konzentration von 0,4 µg/ml ließen sich 
nach 72 Stunden nur noch 12,5% vitale Zellen bezogen auf die Anzahl der Zellen ohne 
Zytostatikum zu diesem Zeitpunkt nachweisen. Zusätzlich wurden für CMK und Doxo-
rubicin noch weitere Konzentrationen bestimmt. Diese wurden in einem Bereich von 
0,1 bis 0,8 µg/ml in Schritten von 0,1 µg/ml gewählt. Dadurch sollte eine bessere Beur-
teilung der optimal wirksamen Zytostatikakonzentration ermöglicht werden. An Tag 1 
wurde bereits eine initiale Wachstumshemmung bei einer Konzentration von 0,1 µg/ml 
deutlich. An den Tagen 2 und 3 wurde diese noch verstärkt. Nach 48 Stunden betrug die 
Wachstumshemmung für die Konzentration 0,1 µg/ml 60%, nach 72 Stunden stieg sie 
auf 70%. Für 0,2 µg/ml lag diese an den Tagen 2 und 3 bei etwa 80%.  
 
Im MTT-Assay mit der Zelllinie CMK zeigte Cytarabin ebenfalls zytotoxische Wirk-
samkeit (Abb. 15). An Tag 1 wurde bei einer Zytostatikakonzentration von 0,1 µg/ml 
eine Wachstumshemmung von 13% erreicht. Für Konzentrationen ≥0,2 µg/ml ließ sich 
eine Suppression des Zellwachstums von 25% nachweisen. An Tag 2 ließ sich eine 
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63%ige Wachstumshemmung bei einer Konzentration von 0,1 µg/ml feststellen. Für die 
höheren Konzentrationen lag diese sogar bei 80%. An Tag 3 wurde eine Wachstums-
hemmung bei einer Konzentration von 0,1 µg/ml von 90% ersichtlich. Bei den gewähl-
ten höheren Konzentrationen lag diese noch geringgradig darüber. Insgesamt zeigte sich 
in diesem Versuch eine sehr gute Wirkung von Cytarabin bei CMK. Bereits bei einer 
Konzentration von 0,1 µg/ml ließ sich eine Wachstumshemmung erreichen. 
 
Im MTT-Assay mit Mitoxantron zeigte sich für die Zelllinie CMK an Tag 1 bei den 
Konzentrationen 0,001 µg/ml sowie 0,01 µg/ml allenfalls eine geringe bis gar keine 
Wirkung. Jedoch konnte bei einer Konzentration von 1 µg/ml eine Reduktion der 
Zellzahl um etwa 50% erzielt werden. Für die Tage 2 und 3 ergab sich eine zunehmende 
Wirksamkeit. Am zweiten Tag kam es bei einer Konzentration von 0,1 µg/ml zu einer 
Reduktion der Zellzahl um 60%. An Tag 3 betrug die Reduktion bei gleicher 
Konzentration über 70%. Insgesamt zeigte CMK ein relativ gutes Ansprechen auf 
Mitoxantron, jedoch ließen sich auch bei der maximalen Konzentration von 1 µg/ml bis 
einschließlich Tag 3 vitale Zellen nachweisen (Abb. 16). 
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  Abb. 13: Messung der Zellvitalität von CMK nach Tag 1, 2 und 3; 
 MTT-Assay mit Doxorubicin 
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  Abb. 14: Messung der Zellvitalität von CMK nach Tag 1, 2 und 3; 
 Zwischenkonzentrationen im Bereich von 0,1 bis 0,8 µg/ml; 
 MTT-Assay mit Doxorubicin 
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  Abb. 15: Messung der Zellvitalität von CMK nach Tag 1, 2 und 3; 
 MTT-Assay mit Cytarabin 
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  Abb. 16: Messung der Zellvitalität von CMK nach Tag 1, 2 und 3; 
 MTT-Assay mit Mitoxantron 
 
         
 
 
3.1.4 Zelllinie M-07e 
Bei der Untersuchung der Zelllinie M-07e, etabliert aus dem peripheren Blut eines 
Mädchen mit megakaryoblastärer Leukämie (AMKL) ohne Down Syndrom, zeigte sich 
eine geringere Wirksamkeit von Doxorubicin im Vergleich zu den oben genannten 
Zelllinien (Abb. 17). An Tag 3 konnte eine Wachstumshemmung ab einer Konzentra-
tion von 0,4 µg/ml nachgewiesen werden. Höhere Doxorubicinkonzentrationen ergaben 
einen weiteren Abfall der Zellzahl nach 48 und 72 Stunden. Allerdings ließen sich zu 
diesen Zeitpunkten weiterhin über 25% vitale Zellen nachweisen, bezogen auf die 
Anzahl der vitalen Zellen ohne Zytostatikum.  
 
Auch im Versuch mit Cytarabin (Abb. 18) zeigte sich verglichen mit den anderen 
Zelllinien eine geringere Wirksamkeit. An Tag 1 zeigte sich bei der höchsten gewählten 
Konzentration von 5 µg/ml eine Wachstumshemmung von 17%. Diese nahm an Tag 2 
auf  60% und an Tag 3 auf 75% zu. Es wurde jedoch deutlich, dass im Versuch mit  
M-07e zu allen Zeitpunkten noch vitale Zellen vorhanden waren, während im MTT-
Assay mit CMK bereits bei geringen Zytostatikakonzentrationen im Sinne einer 
kompletten Abtötung keine vitalen Zellen mehr nachweisbar waren. 
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Im Zytotoxizitätsassay mit Mitoxantron (Abb. 19) zeigte sich an Tag 1 bei einer Kon-
zentration von 1 µg/ml eine Reduktion der Zellzahl um etwa 45%. An den folgenden 
beiden Tagen nahm diese noch weiter zu auf bis zu 75%. Jedoch waren im Verlauf an 
allen drei Tagen noch vitale Zellen nachweisbar. Im Vergleich zum gleichen Assay mit 
CMK war die Anzahl der verbliebenen vitalen Zellen bei M-07e größer, so dass sich 
CMK  als sensibler gegenüber Mitoxantron erweist. 
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  Abb. 17: Messung der Zellvitalität von M-07e nach Tag 1, 2 und 3; 
 MTT-Assay mit Doxorubicin 
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  Abb. 18: Messung der Zellvitalität von M-07e nach Tag 1, 2 und 3; 
 MTT-Assay mit Cytarabin 
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  Abb. 19: Messung der Zellvitalität von M-07e nach Tag 1, 2 und 3; 
 MTT-Assay mit Mitoxantron 
 
 
 
 
 
3.1.5 Zelllinie UT-7 
Im Zytotoxizitätsassay mit der Zelllinie UT-7 (AMKL ohne DS) zeigte sich, wie auch 
im Assay mit der Zelllinie M-07e, eine Zyotostatikaresistenz im Sinne einer höheren 
Anzahl verbliebener vitaler Zellen (Abb. 20). UT-7 weist eine Verdopplungszeit von 72 
Stunden auf. Dies erklärt den relativ geringen Anstieg des Zellwachstums beim 
Vergleich von Tag 1 und Tag 2. Obwohl dieser Versuch mehrfach wiederholt wurde, 
gelang es nicht, ein verwertbares Ergebnis für den dritten Tag zu erlangen, da kein 
Zellwachstum der Kontrolle ohne Zytostatikum erzielt werden konnte. Für den unter-
suchten Tag 2 konnte hier eine geringe Wirksamkeit des Zytostatikums Doxorubicin 
gezeigt werden. Die Versuche mit Cytarabin und Mitoxantron waren nicht möglich, da 
es trotz Wiederholungen nicht gelang, ein verwertbares Ergebnis für das Zellwachstum 
der Kontrolle zu erzielen. 
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  Abb. 20: Messung der Zellvitalität von UT-7 nach Tag 1, 2 und 3; 
 MTT-Assay mit Doxorubicin 
 
 
3.1.6 Vergleich der untersuchten Zelllinien 
 
Zur Verdeutlichung der Ergebnisse des Zytotoxizitätsassays wurden als pharmako-
logische Parameter die ED50 und die ED25 von Doxorubicin bestimmt. Dabei handelt 
es sich um diejenigen Zytostatikakonzentrationen, bei denen es im Vergleich zum 
Zellwachstum ohne Zytostatikum zu einer Verringerung der Zellvitalität auf 50% bzw. 
25% kam. Diese Werte wurden anhand der grafischen Abbildungen abgelesen und sind 
in den Tab. 7 und 8 zusammengefasst.   
 
Tag HL-60 CMK M-07e K-562 
1 4 >8 >8 >8 
2 0,4 0,2 >8 4 
3 0,08 0,2 4 0,8 
 
Tab. 7: ED25 mit Doxorubicin 
 
 
 
Tag HL-60 CMK M-07e K-562 
1 0,4 >8 >8 >8 
2 0,08 0,4 4 0,8 
3 0,04 0,1 0,4 0,4 
 
Tab. 8: ED50 mit Doxorubicin 
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Zum besseren Vergleich von CMK und M-07e wurden die relevanten Ergebnisse dieser 
Zelllinien in Fettschrift dargestellt. Wie die Tab. 7 und 8 zeigen, wiesen die 
verwendeten Zelllinien eine unterschiedliche Sensitivität gegenüber dem Zytostatikum 
Doxorubicin auf, wobei HL-60 und CMK als Doxorubicin sensibel, K-562 als mäßig 
sensibel und M-07e als resistent eingestuft wurden. Insbesondere wurde über die ED25 
(Tab. 7) für die Zelllinie M-07e gezeigt, dass auch bei hohen Konzentrationen von 
Doxorubicin nach 3 Tagen vitale Zellen nachweisbar waren. Die Auswertung der 
Zelllinie UT-7 konnte vergleichend nicht vorgenommen werden, da nur zwei 
Messzeitpunkte zur Verfügung standen. 
 
Zur Verdeutlichung der Ergebnisse des Zytotoxizitätsassays wurde auch bei den MTT-
Assays mit Cytarabin als pharmakologische Parameter die ED50 bzw. ED25 bestimmt. 
Diese Werte wurden ebenfalls anhand der grafischen Abbildungen abgelesen und sind 
in den Tab. 9 und 10 zusammengefasst.   
 
 
Tag HL-60 CMK M-07e K-562 
1 >5 >5 >5 >5 
2 0,2 1 >5 >5 
3 0,1 0,1 5 >5 
 
Tab. 9: ED25 mit Cytarabin 
 
 
Tag HL-60 CMK M-07e K-562 
1 1 >5 >5 >5 
2 0,1 0,1 0,2 >5 
3 0,1 0,1 0,1 >5 
 
Tab. 10: ED50 mit Cytarabin 
 
 
Auch bei diesen beiden Tabellen wurden die besonders relevanten Ergebnisse in 
Fettschrift hervorgehoben. Die Ergebnisse verdeutlichen die unterschiedliche 
Sensitivität der Zelllinien gegenüber dem Zytostatikum Cytarabin. Ähnlich wie für 
Doxorubicin konnten die Zelllinien HL-60 und CMK als sensibel für Cytarabin, K-562 
und M-07e als resistent eingestuft werden. Diese Resistenz zeigte sich hier am ehesten 
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in der ED25, welche bei hohen Zytostatikakonzentrationen immer noch eine hohe 
Anzahl vitaler Zellen aufwies. 
 
 
3.2 Ergebnisse der FACS-Analyse 
Die FACS-Analyse (Immunphänotypisierung mit Durchflusszytometrie) diente dem 
Nachweis der Expression des PGP-Proteins auf den einzelnen Zelllinien. Diese 
Methode ermöglicht die Erfassung physikalischer und molekularer Eigenschaften der 
einzelnen Zellen. Hierbei strömen die Zellen über eine Kapillare jeweils durch einen 
Laserstrahl, der durch die einzelne Zelle gestreut wird. Durch diese Streuung ist es 
möglich, die Größe und Granularität der Zellen zu bestimmen und beide Parameter in 
einem Diagramm, dem sog. Dot Plot, darzustellen. So lassen sich die Eigenschaften 
einzelner Zellen in einem Gemisch feststellen. In den folgenden Untersuchungen 
wurden fluoreszenzmarkierte Antikörper eingesetzt, welche gegen bestimmte 
Differenzierungsmoleküle (Leukozytendifferenzierungsantigene) auf der Zelloberfläche 
gerichtet sind. Ausgewertet wurden Ereignisse in einer bestimmten Region auf dem Dot 
Plot (sog. Gate), welche großen und wenig granulierten Zellen entsprach. Diese 
Ereignisse wurden den zu untersuchenden kultivierten Blasten zugeordnet. Nicht 
gewertet wurden kleine Ereignisse, da es sich hier überwiegend um Zelldetritus 
handelte, an den die verwendeten Antikörper unspezifisch gebunden werden. 
 
 
3.2.1 FACS-Analyse der Zelllinie CMK 
Die Zelllinie CMK wurde mit fluoreszenzgekoppelten Antikörpern gegen PGP, CD41 
und CD33 angefärbt (Abb. 21-23). In der anschließenden Messung zeigte sich eine 
deutliche Expression für CD33 (100% der Ereignisse im untersuchten Gate) als frühes 
myeloisches Antigen, CD41 (100% der Ereignisse im untersuchten Gate) als mega-
karyozytäres Antigen sowie eine geringgradige, formal negative Expression für PGP 
(17% der Ereignisse im untersuchten Gate). Dieses Ergebnis korreliert mit den 
Ergebnissen des MTT-Assays mit CMK, in dem ein gutes Ansprechen auf Zytostatika 
im Sinne einer Zytostatikasensitivität gezeigt wurde. Eine Überexpression von PGP als 
Zytostatikresistenz vermittelndes Protein ließ sich entsprechend nicht nachweisen. Eine 
geringe Expression von PGP auf unter 20% der Zellen ließ sich im Sinne einer 
immunphänotypischen Negativität nachweisen.  
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    Region: R1; Ereignisse: 7289; Gated: 72,9% 
 
Abb. 21: Gesamtereignisse der durchflusszytometrischen Messung der Zelllinie CMK 
 
 
 
 
 
Abb. 22: Durchflusszytometrische Messung der CD33- und PGP-Expression bei CMK 
 
 
 
 
 
Abb. 23: Durchflusszytometrische Messung der PGP- und CD41-Expression bei CMK 
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3.2.2 FACS-Analyse der Zelllinie HL-60 
Die Zelllinie HL-60 wurde mit den o.g. Antikörpern angefärbt (Abb. 24-26). HL-60 
wies eine deutliche CD33-Expression (100% der Ereignisse im untersuchten Gate) auf. 
Hingegen konnte entsprechend einer fehlenden megakaryozytären Differenzierung 
CD41 nicht nachgewiesen werden (0,3% der Ereignisse im untersuchten Gate). HL-60 
wies keine PGP Expression auf (0,6% der Ereignisse im untersuchten Gate). Auch 
dieses Ergebnis korrelierte mit den Ergebnissen des MTT-Assay, da HL-60 sensibel auf 
Doxorubicin reagierte und sich eine Überexpression von PGP als Zytostatikaresistenz 
vermittelndes Protein nicht nachweisen ließ. 
 
 
    
 Region: R1; Ereignisse: 7651; Gated: 76,51% 
 
Abb. 24: Gesamtereignisse der durchflusszytometrischen Messung der Zelllinie HL-60 
 
 
 
 
 
Abb. 25: Durchflusszytometrische Messung der CD33- und PGP-Expression bei HL-60 
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Abb. 26: Durchflusszytometrische Messung der PGP- und CD41-Expression bei HL-60 
 
  
3.2.3 FACS-Analyse der Zelllinie M-07e 
Im gleichen Versuch mit der Zelllinie M-07e zeigte diese entsprechend ihrer 
myeloischen und megakaryozytären Differenzierung eine Expression von CD33 (96% 
der Ereignisse im untersuchten Gate) und CD41 (100% der Ereignisse im untersuchten 
Gate) sowie eine Expression von P-Glykoprotein (40% der Ereignisse im untersuchten 
Gate) (Abb. 27-29). Diese Zelllinie zeigte im MTT-Assay eine Zytostatikaresistenz. Im 
FACS konnte die Überexpression von PGP als möglicherweise diese Resistenz 
vermittelndes Protein gezeigt werden. Es konnte somit eine Korrelation der Ergebnisse 
des MTT-Assays mit der im FACS nachgewiesenen PGP-Expression gefunden werden. 
 
 
 Region: R1; Ereignisse: 6518; Gated: 65,2% 
 
Abb. 27: Gesamtereignisse der durchflusszytometrischen Messung der Zelllinie M-07e 
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Abb. 28: Durchflusszytometrische Messung der CD33- und PGP-Expression bei M-07e 
 
 
 
 
 
Abb. 29: Durchflusszytometrische Messung der PGP- und CD41-Expression bei M-07e 
 
 
3.2.4 Korrelation der PGP-Expression mit den MTT-Assays 
Werden diese Ergebnisse mit denen aus den MTT-Assays verglichen, so lässt sich eine 
Korrelation feststellen. M-07e reagiert zytostatikaresistent, was mit der vergleichsweise 
hohen PGP-Expression erklärt werden kann. In den folgenden Diagrammen soll der 
Zusammenhang zwischen der ED50/ED25 mit Doxorubicin und der PGP-Expression 
der einzelnen Zelllinien dargestellt und verdeutlicht werden (Abb. 30 und 31). Die 
Werte wurden entsprechend den Tab. 7 und 8 übernommen. Hierbei zeigte sich eine 
deutliche Korrelation der höheren PGP-Expression von M-07e mit einer hohen 
ED50/ED25. 
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  Abb. 30: Zusammenhang der PGP-Expression mit der ED50 (Doxorubicin)  
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  Abb. 31: Zusammenhang der PGP-Expression mit der ED25 (Doxorubicin)  
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Ebenso wurde eine Graphik für ED50 und ED25 mit Cytarabin erstellt (Abb. 32 + 33). 
Hierbei zeigte sich bei der ED50 lediglich ein geringer Unterschied zwischen den 
Zelllinien. Deutlicher zeichnete sich jedoch der Unterschied bei der ED25 ab. Hier lag 
die ED25 von M-07e bei 2,5 µg/ml, bei CMK hingegen bei 0,1 µg/ml. 
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  Abb. 32: Zusammenhang der PGP-Expression mit der ED50 (Cytarabin)  
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  Abb. 33: Zusammenhang der PGP-Expression mit der ED25 (Cytarabin)  
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3.2.5 Zusammenfassung der FACS-Ergebnisse für PGP im Overlay  
In einer anderen grafischen Darstellung wurde die immunzytometrische PGP-
Expression der einzelnen Zelllinien verdeutlicht (Abb. 34). Eine relevante PGP-
Überexpression war nur in der Zytostatika-resistenten Zelllinie M-07e nachzuweisen. 
 
 
 
 
------- PGP-Expression bei HL-60 
 
------- PGP-Expression bei CMK 
 
------- PGP-Expression bei M-07e 
 
Abb. 34: Darstellung der PGP-Expression der unterschiedlichen Zelllinien im Overlay 
 
 
3.2.6 CD7 Expression bei M-07e, CMK und HL-60 
In einem nächsten Schritt erfolgte die Messung der CD7-Expression bei den Zelllinien 
M-07e, CMK und HL-60. Bei CD7 handelt es sich um eine Determinante sehr früher 
Hämatopoese, so dass ihre vermehrte Expression bei myeloischen Zellen als Marker für 
eine erhöhte Unreife der Zelle angesehen werden kann (Miwa et al., 1996; Tien und 
Wang, 1998). Abbildung 35 zeigt eine erhöhte Expression von CD7 bei der eher 
zytostatikaresistenten Zelllinie M-07e verglichen mit der Zelllinie CMK.  
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------- CD7 Expression bei HL-60 
 
------- CD7 Expression bei CMK 
 
------- CD7 Expression bei M-07e 
 
 
Abb. 35: Darstellung der CD7 Expression in den unterschiedlichen Zelllinien im Overlay 
 
 
3.3 Quantitative Bestimmung der mRNA-Expression  
apoptoseassoziierter Gene in verschiedenen Zelllinien 
Ausgangspunkt für die Untersuchungen der Zellen mittels einer quantitativen Real-
time-PCR (rt-PCR) waren die Ergebnisse einer Microarrayuntersuchung  von Jean-
Pierre Bourquin in Boston (Bourquin et al., 2006). Ingesamt wurden bei der Bostoner 
Analyse 72 Patientenproben untersucht. Dabei handelte es sich im Einzelnen um 
folgende Entitäten: 24 Proben einer DS-AMKL, 28 Proben von Kindern mit einer non-
DS-AMKL, 11 Proben von Erwachsenen mit einer non-DS-AMKL und 9 Proben einer 
AML M4/M5. Beim Vergleich der beiden Entitäten DS-AMKL versus non-DS-AMKL 
fielen Unterschiede in der Expression verschiedener apoptoseassoziierter Gene auf. Die 
Expression einiger dieser Gene auf mRNA-Ebene wurde im Rahmen dieser Arbeit 
mittels einer quantitativen rt-PCR untersucht.  
 
 
3.3.1 Ergebnisse der rt-PCR 
Die rt-PCR diente dem quantitativen mRNA-Nachweis apoptoseassoziierter Gene, im 
Besonderen dem Nachweis der Bcl-2-mRNA (Abb. 36), dem Nachweis der MDR1-
mRNA (Abb. 37) und dem Nachweis der Interleukin-1 beta-mRNA (Abb. 38). Dabei  
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wurden verschiedene Entitäten untersucht: Eine AML M5 (Zelllinie AML-193), eine 
AML M4 (MUTZ-3), zwei Zelllinien einer non-DS-AMKL (M-07e und UT-7), eine 
DS-AMKL (CMK), eine CML in Blastenkrise (K-562), eine AML M2 (HL-60) und ein 
Neuroblastom (SHEP). Die Ergebnisse wurden jeweils in Bezug zu der Expression des 
„housekeeping Gens“ CPB gesetzt, welches in nahezu allen Zellen konstant exprimiert 
wird. 
 
Im Mittelpunkt stand der Vergleich der Zelllinien M-07e sowie UT-7 (non-DS-AMKL) 
mit der Zelllinie CMK (DS-AMKL). Die Abbildung 36 zeigt eine hohe Expression von 
Bcl-2-mRNA bei M-07e, wohingegen bei CMK keine Bcl-2-mRNA nachweisbar war. 
Bezüglich der übrigen Zelllinien konnte bei SHEP eine hohe, bei AML-193 eine 
geringe Expression von Bcl-2-mRNA gezeigt werden. Bei Bcl-2 handelt es sich um ein 
apoptoseassoziiertes Gen, welches überwiegend anti-apoptotisch wirkt. 
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Abb. 36: Nachweis der Bcl-2-mRNA-Expression in den unterschiedlichen Zelllinien 
 
 
Abbildung 37 zeigt den Überblick über die mRNA-Expression von MDR1 in den 
verschiedenen Zelllinien. Im direkten Vergleich zeigt M-07e eine höhere Expression 
von MDR1-mRNA, CMK zeigte hingegen keine Expression von MDR1-mRNA. K-562 
zeigte eine starke Expression, AML-193 allenfalls eine geringe. Bei den übrigen 
Zelllinien HL-60, MUTZ-3 und SHEP war keine Expression von MDR1-mRNA 
nachweisbar. Bei MDR1 handelt es sich um das PGP kodierende Gen, welches 
Zytostatikaresistenz vermittelnd wirkt. 
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Abb. 37: Nachweis der MDR1-mRNA-Expression in den unterschiedlichen Zelllinien 
 
 
Abbildung 38 zeigt die Expression der mRNA von Interleukin-1 beta (IL-1 beta) in den 
unterschiedlichen Zelllinien. Im Vergleich zeigt M-07e eine hohe Expression von IL-1 
beta, wohingegen bei CMK keine mRNA-Expression dieses Zytokins nachzuweisen 
war. Bei IL-1 beta handelt es sich um ein Gen, welches in der Lage ist Apoptose-
resistenz zu vermitteln.   
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Abb. 38: Nachweis der IL-1 beta-mRNA-Expression in den unterschiedlichen Zelllinien 
 
 
Außerdem erfolgte der Nachweis der mRNA-Expression von BNIP3 in malignen 
Blasten kindlicher Patienten mit unterschiedlichen Leukämieentitäten. Hierbei handelte 
es sich um Blasten von Patienten mit sekundärer AML M5, non-DS-AMKL und DS-
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AMKL. Ausgewertet wurden Proben  von einem Patienten mit AML M5, fünf Patienten 
mit non-DS-AMKL und acht Patienten mit DS-AMKL. BNIP3 ist ein weiteres 
apoptoseassoziiertes Gen, welches eher pro-apoptotisch wirkt. Abbildung 39 zeigt eine 
höhere Expression von BNIP3 bei der DS-AMKL. Im Vergleich zur Expression bei der 
non-DS-AMKL ist sie bei der DS-AMKL durchschnittlich um ein dreifaches höher. Die 
AML M5 hingegen weist die geringste Expression auf, sie liegt etwa bei der Hälfte der 
Expression von BNIP3 bei non-DS-AMKL. 
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Abb. 39: Nachweis der BNIP3-Expression in Blasten verschiedener Patienten 
 
 
3.4 Ergebnisse der MTT-Assays mit dem PI-3-Kinase-Inhibitor 
Der Versuchsaufbau entspricht dem des MTT-Assays. Die Zellen wurden jedoch 
zunächst vor Zytostatikazugabe für 24 Stunden mit LY294002 inkubiert. LY294002 ist 
ein spezifischer Inhibitor der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI-3-Kinase). Bei einer 
Konzentration von 50 µM blockiert der Inhibitor bei fehlender Zelltoxizität die PI-3-
Kinase-Aktivität beinahe komplett, ohne eine bedeutende Hemmung anderer Lipid- 
oder Proteinkinasen wie der MAP-Kinase hervorzurufen (Barancík et al., 2006; Vlahos 
et al., 1994). Die PI-3-Kinase spielt eine wesentliche Rolle im Apoptosepathway. Durch 
eine Blockade der PI-3-Kinase mit LY294002 ist es möglich, Apoptose in mit 
Zytostatika behandelten Zelllinien zu induzieren (Yu et al., 2005).  
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Der oben genannte Test wurde mit der zytostatikaresistenten Zelllinie M-07e und der 
zytostatikasensiblen Zelllinie CMK mit dem Zytostatikum Doxorubicin in den Konzen-
trationen 0,8 µg/ml und 8 µg/ml durchgeführt. Der Test wurde an Tag 1 abgelesen. Es 
zeigte sich bei der Zelllinie M-07e eine initiale Wachstumshemmung bei einer Inhibi-
torkonzentration von 12,5 µg/ml und einer Doxorubicinkonzentration von 0,8 µg/ml. 
Für höhere Inhibitorkonzentrationen nahm diese Wachstumshemmung deutlich zu. Bei 
einer Doxorubicinkonzentration von 8 µg/ml zeigte sich ebenfalls eine Wachstums-
hemmung, jedoch war diese erstaunlicherweise weniger stark als bei der geringeren 
Zytostatikakonzentration (Abb. 40). 
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Abb. 40: MTT-Assay der Zelllinie M-07e mit Doxorubicin und LY294002 
 
 
 
 
Bei der Zelllinie M-07e führte die Zugabe des PI-3-Kinase-Inhibitors zu einer Sensibili-
sierung für Doxorubicin mit deutlicher Wachstumshemmung in einem Konzentrations-
bereich des Zytostatikums, in dem diese Zelllinie aufgrund der Vorversuche als resistent 
einzustufen war.  
 
Bei der Zelllinie CMK zeigte sich im Vergleich zum MTT-Assay ohne Inhibitor 
ebenfalls eine Wirkungsverstärkung durch den Inhibitor. Je höher die Inhibitorkonzen-
tration, desto stärker war auch die Wachstumshemmung. Auffällig ist auch bei diesem 
Versuch eine stärkere Wirkung bei der niedrigen Zytostatikakonzentration (Abb. 41).  
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Abb. 41: MTT-Assay der Zelllinie CMK mit Doxorubicin und LY294002 
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4 Diskussion 
 
4.1 Zielsetzung 
Das Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der akuten megakaryoblastären Leukämie 
(AMKL), einem seltenen Subtyp der AML, bei Kindern mit und ohne Down Syndrom 
(DS). Bei der AMKL haben Patienten mit DS unter einer adaptierten Therapie eine 
günstige Prognose. Im Gegensatz dazu zeigen AMKL-Patienten ohne DS ein schlechtes 
Therapieansprechen, obwohl beide Blastenentitäten morphologisch und immunologisch 
nahezu identisch sind. Mit dieser Arbeit sollten Unterschiede zwischen den beiden 
Entitäten identifiziert werden, die möglicherweise zu diesem Phänomen beitragen. Ein 
besseres Verständnis dieser Subtypen könnte zukünftig u.a. durch Modulation von  
Signaltransduktionswegen zu einer Therapieoptimierung beitragen. 
 
Folgende Hypothesen wurden aufgestellt: 
 
1. Eine erhöhte PGP-Expression ist ein Grund für das schlechte Therapieansprechen 
und die geringe Zytostatikasensitivität der AMKL ohne Down Syndrom. 
 
2. Verändertes Apoptoseverhalten der beiden Entitäten aufgrund unterschiedlicher 
Expression apoptoseassoziierter Gene ist eine Ursache für Unterschiede bezüglich des 
Therapieansprechens. 
 
3. Die maligne Transformation einer gesunden Stammzelle in eine maligne leukämische 
Stammzelle findet bei der DS-AMKL in einem ausgereifteren Stadium statt als bei der 
non-DS-AMKL, welche durch größere Stammzellnähe charakterisiert werden kann. 
 
 
4.2 Diskussion der Methoden 
 
4.2.1 Wahl der untersuchten Zelllinien 
Bei allen analysierten AMKL-Zelllinien bzw. Kontrollen handelt es sich um bereits gut 
untersuchte und vielfach verwendete immortale Zellen. Aufgrund ihrer Etablierung und 
durchgeführten Charakterisierung in wissenschaftlichen Untersuchungen eigneten sie 
sich in besonderem Maße für die durchgeführten Untersuchungen (Avanzi et al., 1988; 
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Avanzi et al., 1990; Drexler et al., 1997; Sato et al., 1989; Komatsu et al., 1989; 
Komatsu et al., 1991; Collins et al., 1977; Gallagher et al., 1979; Dalton et al., 1988; 
Collins et al., 1987; Lozzio und Lozzio, 1973; Lozzio und Lozzio, 1975; Drexler et al., 
1994). Die Zelllinie M-07e wurde von einem Kind mit AMKL ohne DS isoliert. Die 
Zelllinie CMK stammt von einem Kind mit AMKL und DS. Die Zelllinie UT-7 findet 
ihren Ursprung in einem erwachsenen Patienten ebenfalls mit AMKL. Zudem wurden 
noch die Zelllinien HL-60 und K-562 jeweils von Patienten mit AML FAB M2 bzw. 
CML in Blastenkrise als Kontrollen für die eigenen Untersuchungen kultiviert und 
eingesetzt.  
 
 
4.2.2 MTT-Zytotoxizitätsassays 
Bei der gewählten Methode des MTT-Zytotoxizitätsassays handelt es sich um eine für 
diese Fragestellung gut untersuchte Methode, die in vielen wissenschaftlichen Unter-
suchungen Verwendung fand (Gil et al., 2007; Huang et al., 2007; Huang et al., 2008; 
Munkelt et al., 2008). Zu Beginn wurden die eingesetzten Zellzahlen und Konzentra-
tionen entsprechend einer Untersuchung von Zwaan gewählt (Zwaan et al., 2002), 
konnten aber im weiteren Verlauf der Arbeit an unsere spezielle Versuchssituation 
angepasst werden, so dass für die Zelllinien in den Versuchen optimale Wachstums-
bedingungen vorlagen. 
 
Bei der Zelllinie UT-7 ergab sich die Schwierigkeit, dass bei diesen empfindlichen 
Zellen ein Zellwachstum über 48 Stunden, wie bei dieser Methodik eigentlich 
notwendig, nicht realisiert werden konnte. Eine hohe Zellkonzentration zu Beginn der 
Untersuchung führte bei adhärentem Wachstum zu einer Konfluenz der Zellen, so dass 
der Versuch deshalb nicht auswertbar war. Bei einer niedrigeren Zellkonzentration kam 
es nach spätestens 48 Stunden auch ohne Zytostatikum zu einem Wachstumsstopp der 
Zellen, so dass hier die Zytostatikawirkung nicht korrekt beurteilt werden konnte. 
Zudem weist UT-7 eine Verdopplungszeit von 72 Stunden auf, wodurch der 
Versuchsaufbau ebenfalls erschwert wurde. Aus den erzielten Ergebnissen für zwei 
Tage konnte aber trotzdem eine Aussage abgeleitet werden. 
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Zusammenfassend  konnte gezeigt werden, dass eine Untersuchung von Zelllinien der 
AMKL in vitro bezüglich ihrer Zytostatikasensibilität mit dem MTT-Zytotoxizitätstest 
möglich ist. Diese Methode lieferte valide und reproduzierbare Ergebnisse.  
 
Die für den MTT-Assay verwendeten Zytostatikakonzentrationen sind im Vergleich zu 
den therapeutisch eingesetzten Konzentrationen deutlich niedriger gewählt. Die 
therapeutische Dosierung erfolgt nach der errechneten Körperoberfläche des Patienten, 
wobei die Zytostatika auch an verschiedenen Tagen wiederholt gegeben bzw. als 
Dauerinfusion verabreicht werden (siehe hierzu Protokoll AML-BFM 2004). Ebenso ist 
zu differenzieren, ob es sich um eine Induktions- oder Konsolidierungstherapie handelt. 
Aus diesem Grund ist es schwierig, ein Zellkultur-Zytostatika-Modell zu entwickeln, 
welches sich problemlos auf Patienten übertragen lässt. 
 
 
4.2.3 FACS-Analysen  
Die FACS-Analyse wurde für den PGP- und CD7-Nachweis bei den Zelllinien CMK, 
M-07e sowie der Kontrollzelllinie HL-60 gewählt. Diese Methode erwies sich als ein 
gutes Nachweisverfahren für die Proteinexpression der einzelnen Entitäten. Durch 
gleichzeitige Messung myeloischer und megakaryozytärer Marker konnte sichergestellt 
werden, dass die zu untersuchenden Zelllinien im Versuch korrekt dargestellt wurden. 
Die Korrelation der P-Glykoprotein-Expression mit der Zytostatikaresistenz erfolgte 
zum einen grafisch und zum anderen über die Bestimmung der ED50 und ED25. Mit 
beiden Methoden konnte eine positive Korrelation nachgewiesen werden.  
 
 
4.3 Diskussion der Ergebnisse 
 
4.3.1 Multidrugresistance 
Bei PGP handelt es sich um eine Effluxpumpe in der Zellwand, welche verschiedene 
Zytostatika unter ATP-Verbrauch aktiv aus dem Zellinnern entfernen kann und somit 
die Konzentration der Zytostatika in der Zelle senkt (Juliano et al., 1976; Borst et al., 
2000; Higgins et al., 1992). Die Überexpression von PGP bei AML in vivo geht mit 
einer Zytostatikaresistenz der Blasten, geringerem Ansprechen auf die Therapie und 
ungünstiger Prognose einher (Marie et al., 1996). In dieser Arbeit konnte in vitro eine 
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Korrelation zwischen PGP-Expression im FACS und Zytostatikaresistenz gezeigt 
werden. Dabei wies die untersuchte non-DS-AMKL-Zelllinie eine erhöhte PGP-
Expression im Vergleich zur DS-AMKL-Zelllinie auf. Dies könnte ein Hinweis darauf 
sein, dass bei der AMKL die Expression von PGP ein prognostischer Marker und ein 
mögliches Ziel künftiger Therapien bei non-DS-AMKL darstellen könnte. 
 
 
4.3.2 Apoptose 
Microarray-Analysen, welche in der pädiatrischen Hämatologie der Harvard Medical 
School in Boston durchgeführt wurden (Bourquin et al., 2005), konnten zeigen, dass es 
sich bei der non-DS-AMKL und der DS-AMKL um genetisch unterschiedliche 
Subtypen handelt, wobei bei dieser Untersuchung überwiegend die Expression von 
Onkogenen in den beiden Entitäten betrachtet wurde. Insgesamt wurden hierbei 72 
Patientenproben untersucht, davon 24 DS-AMKL und 39 non-DS-AMKL Proben von 
Erwachsenen und Kindern sowie Proben einer AML M4/M5. Es konnte gezeigt werden, 
dass DS- und non-DS-AMKL einen unterschiedlichen Phänotyp auf molekularer Ebene 
darstellen. Die Proben der non-DS-AMKL konnten bei Genarray-Analysen in zwei 
Cluster aufgeteilt werden, welche insbesondere Unterschiede in der Expression der 
HOX/TALE-Genfamilien aufwiesen. Beide Gruppen unterscheiden sich von der DS-
AMKL unabhängig von der Expression von Genen auf Chromosom 21. In einem 
murinen Zellsystem mit erythropoetischen Vorläuferzellen wiesen Gene, die in diesem 
System von GATA1 supprimiert werden (GATA2, MYC, KIT) in DS-AMKL-Proben 
eine gesteigerte Expression auf, was zur Vermutung führte, dass verkürztes GATA1s, 
wie es in der DS-AMKL vorliegt (siehe 4.3.4), diese Gene nicht mehr supprimieren 
kann. Es gibt aber auch Gene, welche im murinen System eine Hochregulation durch 
GATA1 zeigten (GATA1, BACH1) und auch in den Proben der DS-AMKL eine 
vermehrte Expression aufwiesen. BACH1 hemmt dabei möglicherweise die 
megakaryozytäre Differenzierung und liegt auf Chromosom 21. Mit dieser Arbeit wurde 
eindrucksvoll gezeigt, dass es sich bei der DS- und non-DS-AMKL molekulargenetisch 
um verschiedene Entitäten handelt. Zudem konnte man hier erste Einblicke in die 
unterschiedlichen Signaltransduktionswege gewinnen, die bei der Entwicklung von DS- 
und non-DS-AMKL eine Rolle spielen könnten.  
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In der vorliegenden Arbeit wurden insbesondere die apoptoseassoziierten Gene Bcl-2 
und BNIP3 sowie IL-1 beta in den verschiedenen Zelllinien untersucht. Bcl-2 ist ein 
wichtiger Regulator für den intrinsischen apoptotischen Pathway (Muchmore et al., 
1996; Suzuki et al., 2000), wobei es in diesem System pro-apoptotisch und anti-
apoptotisch wirksame Gene gibt. Eine erhöhte Expression von Bcl-2 ist mit einem 
schlechten Ansprechen auf eine zytostatische Therapie assoziiert (Tóthová et al., 2002). 
Durch die Überexpression von Bcl-2 wird die Apoptose in humanen AML-Zellen in 
vitro gehemmt (Ibrado et al., 1996). Auch ist bei AML-Zellen mit nachweisbarer 
Expression von Bcl-2 die Phosphorylierung von Bcl-2 für die durch Signaltransduktion 
vermittelte Apoptosehemmung wichtig (Deng et al., 2000). Aus diesem Grunde wurde 
für diese Arbeit Bcl-2 ausgewählt, um zu untersuchen, ob ein Unterschied in der 
Expression der mRNA in non-DS-AMKL und DS-AMKL bei den untersuchten 
Zelllinien besteht. 
 
In der Real-time-PCR konnte eine erhöhte Expression der Bcl-2-mRNA in der Zelllinie 
M-07e (AMKL) nachgewiesen werden. Wie weiter oben erwähnt gilt eine Überex-
pression von Bcl-2 als apoptosehemmender Faktor in humanen AML-Zellen. Für die 
AMKL speziell wurde das bislang nicht gezeigt. Die Zelllinie AML-193 (AML FAB 
M5) wies eine geringe Expression von Bcl-2 auf. Alle weiteren untersuchten Zelllinien 
exprimierten hingegen keine Bcl-2-mRNA. Es ist davon auszugehen, dass Bcl-2 bei 
diesen Zelllinien keine Rolle als Apoptose hemmender Faktor spielt.  
 
Interleukin-1 (IL-1) ist ein Polypeptid, welches eine wichtige Rolle bei der Stimulation 
der blastären Proliferation bei AML spielt (Rodriquez-Cimadevilla et al., 1990). Die 
Inhibition der IL-1-Wirkung zum Beispiel durch IL-1-Rezeptorantagonisten kann diese 
Proliferation inhibieren (Estrov et al., 1992). Weiter konnte gezeigt werden, dass IL-1 
beta anti-apoptotisch wirksam ist (Turzanski et al., 2004). Aufgrund dieser sowohl stark 
proliferativen als auch anti-apoptotischen Wirkung von IL-1 beta, wurde in dieser 
Arbeit die Expression dieses Zytokins exemplarisch in den Zelllinien untersucht, um 
ggf. Unterschiede aufzuzeigen, welche die unterschiedliche Biologie von non-DS-
AMKL und DS-AMKL weiter beleuchten sollen. 
 
Es konnte dabei eine erhöhte Expression des anti-apoptotisch wirksamen IL-1 beta in 
der Zelllinie M-07e und UT-7 (AMKL) nachgewiesen werden, wohingegen bei der 
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Zelllinie CMK (DS-AMKL) kein IL-1 beta nachgewiesen werden konnte. Dies spricht 
für die These 2, dass die Zytostatikaresistenz von M-07e durch eine stärkere Expression 
anti-apoptotischer Gene bedingt ist. 
 
BNIP3 gehört zur Familie der Bcl-2-Proteine und zeigt pro-apoptotische Wirkung 
(Boyd et al., 1994). Die Expression von BNIP3 kann unabhängig von Cytochrom C-
Ausschüttung und Caspase-Aktivität (Vande Velde et al., 2000) den programmierten 
Zelltod hervorrufen durch Lokalisation von BNIP3 an die Mitochondrien (Regula et al., 
2002). Dabei scheint die Downregulation von BNIP3 zum Beispiel durch DNA-
Methylierung wiederum anti-apoptotische Wirkung zu haben (Murai et al., 2005). 
Aufgrund der pro-apoptotischen Eigenschaften von BNIP3 als einziges Protein der  
Bcl-2-Familie wurde dieses exemplarisch  für die Untersuchungen dieser Arbeit 
gewählt, um ggf. pro-apoptotische Effekte in den untersuchten Zelllinien unterscheiden 
zu können. 
 
Bei Betrachtung des pro-apoptotischen Gens BNIP3 ergab sich eine höhere mRNA-
Expression bei der Zelllinie CMK (DS-AMKL) im Vergleich zur Zelllinie M-07e (non-
DS-AMKL) mit einer 80% niedrigeren und im Vergleich zur Zelllinie AML-193  
(AML FAB M5) mit einer 85% geringeren Expression. Dies kann als möglicher 
Hinweis auf eine erhöhte Bereitschaft für pro-apoptotisches Zellverhalten angesehen 
werden, welche möglicherweise zur Zytostatikasensitivität von DS-AMKL beitragen 
könnte .  
 
Zur Intervention in den Apoptose-Pathway wurde der Phosphatidylinositol-3-Kinase-
Inhibitor LY294002 eingesetzt. Ein anderer möglicher Inhibitor wäre Wortmannin 
gewesen, welcher sich jedoch durch eine ausgeprägte chemische Instabilität auszeichnet 
(Ferby et al., 1996; Liu et al., 2007), so dass sein Einsatz in der Praktikabilität sehr 
eingeschränkt ist und er deshalb in dieser Arbeit keine Anwendung fand. Der 
verwendete Inhibitor hemmt selektiv die PI-3-Kinase, ohne jedoch andere Protein- oder 
Lipidkinasen zu blockieren (Vlahos et al., 1994). In unseren Untersuchungen wurde ein 
MTT-Zytotoxizitätstest mit Doxorubicin unter Zugabe von LY294002 durchgeführt. 
Dabei wurde untersucht, inwieweit eine Inhibition des Zellwachstums in Abhängigkeit 
zur Konzentration von LY294002 auftrat. Die Hemmung des Zellwachstums wurde 
dabei der zytostatischen Wirkung von Doxorubicin zugeschrieben, welche bei 
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zunehmender Blockierung der PI-3-Kinase unter ansteigenden Konzentrationen des 
Inhibitors stärker ausfallen müsste, sollte diese einen relevanten Anteil an der 
Vermittlung der zu untersuchenden Zytostatikaresistenz haben. Ein Nachteil dieses 
Inhibitors war der Aspekt, dass er in DMSO gelöst werden musste. Diese Substanz wies 
jedoch in der empfohlenen Menge bereits alleine eine toxische Wirkung auf die Zellen 
aus. Das DMSO wurde deshalb nach Literaturangaben verdünnt, um seine Toxizität und 
damit den Einfluss auf unsere Versuche zu eliminieren (Vlahos et al., 1994).  
 
Insgesamt konnte durch Zugabe des PI-3-Inhibitors LY294002 in das Testprotokoll 
gezeigt werden, dass die Inhibition der PI-3-Kinase, zu einer höheren Doxorubicin-
sensitivität bei der primär zytostatikaresistenten Zelllinie M-07e führt. Dabei fiel eine 
höhere Zellzahl nach 24 Stunden Inkubation mit Doxorubicin und dem PI-3-Inhibitor in 
den Kulturen, die mit einer höheren Zytostatikakonzentration (8 µg/ml) inkubiert waren, 
im Vergleich zu den Kulturen mit niedrigerer Zytostatikakonzentration (0,8 µg/ml) auf. 
Wir nehmen dabei an, dass die höhere Zytostatikakonzentration die Zellen so in ihrem 
Wachstum gehemmt hat, dass diese im Zellzyklus blockiert waren, jedoch noch nicht 
abgestorben sind und somit nach 24 Stunden noch als vitale Zellen nachweisbar waren. 
Bei der niedrigeren Doxorubicinkonzentration kam es demnach noch zur Zellteilung, in 
deren Gefolge aufgrund der Wirkung von Doxorubicin auf proliferierende Zellen diese 
abstarben. Offensichtlich muss ein optimales Verhältnis zwischen Inhibitor und 
Zytostatikakonzentration gefunden werden, um eine maximale Wirkhemmung des 
Zellwachstums zu erzielen.  
 
Der MTT-Test mit Inhibitor wurde ebenso mit der Zelllinie CMK durchgeführt. Auch 
hierbei konnte man eine Wirkungsverstärkung des Zytostatikums Doxorubicin im 
Vergleich zu dem Assay ohne Inhibitor erkennen. Bei der Gegenüberstellung mit dem 
Assay der Zelllinie M-07e zeigte sich, dass der PI-3-Kinase-Inhibitor bei den 
verwendeten Konzentrationen erst eine Zytostatikasensitivität bei M-07e verursacht. 
Die ursprünglich schon zytostatikasensitive Zelllinie CMK wird zwar sensitiver auf 
Doxorubicin, jedoch verursacht die Hemmung der PI-3-Kinase nicht erst die 
Entwicklung einer Zytostatikasensitivität. 
 
 
 
Diskussion 61 
4.3.3 Hämatopoetische Stammzelle 
Die CD7-Expression gilt als Determinante für eine sehr frühe Hämatopoese (Miwa et 
al., 1996; Tien et al., 1996; Tien und Wang, 1998). In den Versuchen konnte eine 
höhere Expression von CD7 bei der Zelllinie M-07e im Vergleich zur Zelllinie CMK 
nachgewiesen werden. Als Marker für eine frühe Hämatopoese könnte dieser stärkere 
CD7-Nachweis für eine höhere Unreife von M-07e gegenüber CMK sprechen. Dabei 
konnte gezeigt werden, dass CD7, welches früher als Antigen der T-Zell-
Differenzierung zugeordnet wurde, sich auch auf frühen myeloischen Vorläuferzellen 
findet (Tien et al., 1996). In der weiteren Differenzierung verlieren physiologische 
myeloische Vorläuferzellen die Expression von CD7 und exprimieren weiterhin die 
myeloischen Marker CD13 und CD33. Es wird daher vermutet, dass es sich bei CD7 
positiven Blasten einer AML um maligne transformierte Zellen handelt, die ihre 
Herkunft aus diesen frühen stammzellnahen und undifferenzierten physiologischen 
Vorläuferzellen ableiten. 
 
Unter Einbeziehung des normalen Ablaufes der Hämatopoese ließe sich aufgrund der 
oben gewonnenen Ergebnisse die These 3 so formulieren: Die maligne Transformation 
einer gesunden Stamm- bzw. Vorläuferzelle in eine maligne leukämische Stammzelle 
findet bei der Zelllinie CMK somit in einem differenzierteren Stadium statt als bei 
Zelllinie M-07e. In diesem Sinne geschah die maligne Transformation bei M-07e 
stammzellnah und bei CMK stammzellfern. Bei ersterer könnten dann eventuell noch  
zusätzlich Stammzelleigenschaften der Mutterzelle, welche bei normaler Hämatopoese 
mit zunehmender Differenzierung verloren gehen, auf die nachfolgende Tochterzelle 
übertragen werden.  
 
1994 wurden erstmals leukämische Stammzellen aus einer Vielzahl von leukämischen 
Blasten isoliert, welche als Einzelzellen in SCID-Mäusen eine AML hervorrufen 
konnten (Lapidot et al., 1994; Bonnet et al., 1997). Zum jetzigen Zeitpunkt werden die 
Biologie und die Eigenschaften der leukämischen Stammzellen intensiv beforscht 
(Krause et al., 2007; Misaghian et al., 2008). Leukämische Stammzellen haben eine sehr 
stark ausgeprägte Eigenschaft zur Selbsterneuerung, während gewöhnliche Blasten sich 
nur eingeschränkt selbst erneuern können (Hope et al., 2004). Nichtsdestotrotz 
verbringen leukämische Stammzellen einen Großteil ihrer Lebenszeit in der G0-Phase, 
was zur Folge hat, dass sie für Zytostatika, die überwiegend die Zellteilung 
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beeinflussen, resistent sind (Ravandi et al., 2006). Inwieweit eine Nähe von 
leukämischen Blasten zur eigentlichen physiologischen hämatopoetischen Stammzelle, 
die sich von malignen leukämischen Stammzellen unterscheidet (van Gosliga et al., 
2007), bei solchen Mechanismen eine Rolle spielt, ist bislang ungeklärt. 
 
Humane Stammzellen sind physiologischerweise vor von außen wirkenden Störfaktoren 
geschützt (Hope et al., 2004). Aus diesem Grund wäre es denkbar, dass diese 
protektiven Mechanismen der physiologischen Stammzellen bei einer frühen malignen 
Transformation, wie sie bei der Zelllinie M-07e vermutet werden, mit weitergegeben 
werden und M-07e aus diesem Grund eine stärkere Zytostatikaresistenz aufweist, auch 
wenn es hierfür keine sicheren Belege gibt. Die erzielten Ergebnisse können auf der 
anderen Seite als ein Hinweis auf eine stammzellferne Transformation der Blasten bei 
DS-AMKL angesehen werden.  
 
 
4.3.4 Resistenzmechanismen 
In den weiter unten genannten Veröffentlichungen wurden weitere Mechanismen als 
Ursache für das schlechte Therapieansprechen der AMKL diskutiert. Im Fokus der 
Untersuchung standen die Sensitivität und Metabolismus von 1-beta-D-
Arabinofuranosylcytosin (Ara-C) in Myeloblasten bei DS-AML und non-DS-AML. Das 
deutlich höhere rezidivfreie Überleben bei DS-AML im Vergleich zur non-DS-AML 
steht möglicherweise im Zusammenhang mit einer erhöhten Sensitivität der DS-
Myeloblasten gegenüber Ara-C und dem verbesserten Stoffwechsel bzw. der verstärkten 
Phosphorylierung von Ara-C zu Ara-C-Triphosphat (Taub et al., 1996). Die Cystathion-
beta-Synthase (CBS) Transkriptionsprodukte waren signifikant höher bei DS-AML 
verglichen mit non-DS-AML und korrelierten mit der in vitro ARA-C Sensitivität (Taub 
et al., 1996). Auf dieser Basis wurde ein Zelllinienmodell entworfen, um die 
Verbindung des CBS-Gens zum Ara-C-Stoffwechsel bzw. deren Sensitivität zu 
untersuchen. Dafür wurden CBS-negative Zellen mit CBS-cDNA transfiziert. Ergebnis 
dieser Untersuchung war eine 15-fach gesteigerte in vitro-Sensitivität der CBS-
transfizierten Zellen gegenüber Ara-C verglichen mit dem Wildtyp (Taub et al., 2000). 
  
In weiteren Veröffentlichungen wurde dem GATA1-Gen eine Bedeutung zugesprochen. 
GATA1 kodiert einen Transkriptionsfaktor, der wesentliche Bedeutung für die gesunde 
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erythrozytäre und megakaryozytäre Differenzierung hat (Orkin et al., 1998; Shivdasani, 
2001; Cantor et al., 2002). In einer ersten Arbeit wurden erworbene somatische 
Mutationen im Exon 2 des GATA1-Gens entdeckt (Wechsler et al., 2002), welche 
ausschließlich in DS-AMKL zu finden waren. Nachfolgende Studien bestätigten den 
Nachweis von GATA1-Mutationen in allen DS-AMKL sowie TMD-Proben (Klusmann 
et al., 2008). Hingegen wurden keine GATA1-Mutationen in Kontrollgruppen von non-
DS-Leukämien und non-DS-AMKL gefunden. Die GATA1-Mutationen führten zu der 
Synthese eines verkürzten GATA1-Proteins mit reduzierter Transkriptionsaktivität. 
GATA1 reguliert die CDA (Cytidin Deaminase), ein Enzym im Pyrimidinstoffwechsel, 
hoch. Die An- oder Abwesenheit von GATA1-Mutationen und die damit verbundene 
CDA-Genexpression in AML-Blasten könnte die Unterschiede in der Sensitivität für 
Ara-C erklären. 
 
 
4.4 Ausblick 
Die Ergebnisse dieser Arbeit konnten trotz des nahezu morphologisch und 
immunologisch identischen Phänotyps der beiden untersuchten Entitäten non-DS-
AMKL und DS-AMKL Unterschiede in der PGP-Expression und in der Expression 
ausgewählter pro- und anti-apoptotischer Gene aufdecken. Diese Ergebnisse 
korrelierten mit der Zytostatikasensitivität der untersuchten Zelllinien. An diesen 
Unterschieden wäre zukünftig ein potentielles Eingreifen möglich.  Einschränkend muss 
angemerkt werden, dass hier nur wenige Zelllinien untersucht wurden und vor 
Rückschlüssen auf künftige Therapien die Ergebnisse dieser Arbeit an weiteren 
Zelllinien und insbesondere in primären Patientenproben bestätigt werden müssen. 
 
Diese Arbeit kann Hinweise darauf geben, wie zukünftige Studien bei der AMKL mit 
und ohne DS modifiziert werden könnten. Denkbar wäre z.B. eine medikamentöse 
Blockierung des P-Glykoproteins zunächst in vitro, später auch in vivo, wenn geeignete 
Substanzen zur Verfügung stehen sollten. Man könnte zum Beispiel die Pumpfunktion 
von PGP-hemmenden Medikamente wie Zosuquidar oder Tariquidar (Dantzig et al., 
2001; Shepard et al., 2003) einsetzen, wenn diese näher untersucht sind und die 
Sicherheit der Applikation gewährleistet ist. Aber auch PGP-hemmende Antikörper 
oder Antisense-Strategien werden derzeit untersucht (Übersicht bei Nobili et al., 2006). 
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Eine weitere denkbare Möglichkeit wäre die Erhöhung der Apoptosebereitschaft der 
Blasten durch Modulation des Apoptosepathways. Auch zur Beeinflussung der 
Apoptose in leukämischen Blasten werden Strategien verfolgt, welche die Expression 
der beteiligten Gene modifizieren (z.B. Antisense-Strategien) oder die Signaltrans-
duktionswege der Apoptose-Pathways beeinflussen (z.B. small molecules). Diese 
Therapiestrategien werden derzeit bei der AML in Studien evaluiert (Übersicht bei 
Schimmer, 2007). 
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5 Zusammenfassung 
 
Das ungünstige Therapieansprechen bei Kindern mit einer akuten megakaryoblastären 
Leukämie ohne Down Syndrom (non-DS-AMKL) ist durch ein schlechtes Therapie-
ansprechen gekennzeichnet. Hingegen lässt sich bei Kindern mit akuter megakaryo-
blastärer Leukämie und Down Syndrom (AMKL-DS) ein günstiges Therapieergebnis 
mit einer alleinigen zytostatischen Chemotherapie erzielen. 
 
Als eine Ursache für das schlechte Therapieansprechen bei Kindern ohne DS kann eine 
Multidrugresistance der Zellen angesehen werden, welche mit der Überexpression von 
Transporterproteinen assoziiert ist. Diese Proteine sorgen durch einen aktiven Transport 
der Zytostatika aus dem Intrazellularraum für eine niedrige Konzentration der 
Therapeutika in den malignen Blasten, so dass eine wirksame intrazelluläre Konzen-
tration nicht oder nur unvollständig erreicht wird. Es können aber auch andere Ursachen 
dem schlechten Therapieansprechen zu Grunde liegen, die zum Beispiel auf einer unter-
schiedlichen Expression von apoptoseassoziierten Genen beruhen. Erste Hinweise 
hierfür lieferten die Untersuchungen von Bourquin aus Boston (Bourquin et al., 2006). 
 
In dieser Arbeit wurden verschiedene Zelllinien in Bezug auf ihre Zytostatikasensitivität 
als Zielgröße für das Therapieansprechen charakterisiert. Dafür wurden die Zelllinien 
CMK, M-07e und UT-7 sowie als Kontrollen die Zelllinien HL-60 und K-562 
untersucht. Als Zytostatika wurden Doxorubicin, Cytarabin und Mitoxantron eingesetzt. 
 
Auf Proteinebene wurde die Rolle des Multidrugresistance-Transportproteins  
P-Glykoprotein (PGP), kodiert durch das MDR1-Gen, als Vermittler einer Zytostatika-
resistenz in den verschiedenen Zelllinien beleuchtet. Außerdem wurde die Expression 
von bestimmten apoptoseassoziierten Genen, die der Bcl-2-Familie angehören, auf 
mRNA-Ebene näher untersucht.  
 
Die Ergebnisse konnten eine Korrelation zwischen einer erhöhten Zytostatikaresistenz 
und der Überexpression von PGP in der Zelllinie M-07e (non-DS-AMKL) zeigen. Die 
Zelllinie CMK (DS-AMKL) war dagegen zytostatikasensitiv in Assoziation mit einer 
geringen Expression von PGP.  
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Mittels Real-time-PCR konnte bei der Zelllinie CMK eine erhöhte Expression des pro-
apoptotischen Gens BNIP3 auf mRNA-Ebene nachgewiesen werden, was für eine 
erhöhte Apoptosebereitschaft bei dieser Zelllinie spricht. Hingegen zeigte sich bei der 
Zelllinie M-07e eine erhöhte Expression von anti-apoptotischen Genen (Bcl-2, IL-1 
beta), die eher eine Hemmung der Apoptose bewirken. 
  
In weiteren Untersuchungen wurde mit einem spezifischen Inhibitor der 
Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3-Kinase) LY294002 der Bcl-2 abhängige Apoptose-
pathway blockiert, was unter der Annahme einer anti-apoptotischen Wirkung dieses 
Pathways zu einer Zunahme der Apoptosebereitschaft in den untersuchten Zellen führen 
sollte, die auf diesen Mechanismus zurückgreifen. Die Ergebnisse zeigten bei der 
zytostatikaresistenten Zelllinie M-07e unter Einfluss einer PI3-Kinase-Hemmung eine 
Wirksamkeitszunahme mit Entwicklung einer Sensitivität auf Doxorubicin im Sinne 
einer Wachstumshemmung bei Konzentrationen, die ohne Zugabe von LY294002 keine 
Wachstumshemmung zeigten. Auch bei der Zelllinie CMK kam es bei Anwendung des 
Inhibitors zu einer Wirkungsverstärkung des Zytostatikums. 
 
Weiter wurde die CD7-Expression als Determinante für eine sehr frühe Hämatopoese 
bei den Zelllinien CMK und M-07e bestimmt. Dabei konnte eine höhere CD7-Expres-
sion bei der Zelllinie M-07e im Vergleich zur Zelllinie CMK nachgewiesen werden. Die 
CD7-Expression spricht für eine höhere Unreife im Sinne einer größeren Stamm-
zellnähe der Zelllinie M-07e (non-DS-AMKL) verglichen mit CMK (DS-AMKL). 
 
In dieser Arbeit wurden erstmalig AMKL-Zelllinien, etabliert von Kindern mit und 
ohne Down-Syndrom, hinsichtlich ihrer Zytostatikasensitivität in Bezug gesetzt zur 
Expression von PGP auf Proteinebene. Es konnte gezeigt werden, dass die Expression 
von PGP sowie in weiteren Versuchen ein modifiziertes Apoptoseverhalten eine 
relevante Rolle in der Entwicklung der Zytostatikaresistenz spielen könnten. 
 
In Zukunft könnten die Ergebnisse dieser Arbeit Ansätze aufzeigen, wie die 
Mechanismen der Zytostatikaresistenz bei bestimmten Entitäten kindlicher AML 
umgangen werden könnten. Voraussetzung hierzu ist die weitere Überprüfung der 
Ergebnisse an primären Blasten von Kindern mit AMKL. 
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7 Abkürzungsverzeichnis 
 
ALL    Akute Lymphatische Leukämie 
AML    Akute Myeloische Leukämie 
AML-BFM Studie  Studie zur Behandlung der akuten myeloischen Leukämie 
bei Kindern 
AMKL   Akute Megakaryoblastäre Leukämie 
APC    Allophycocyanin 
Ara-C    Arabinosylcytosin 
ATP    Adenosintriphosphat  
 
bzw.    beziehungsweise 
 
CD    Cluster of Differentiation 
CDA    Cytidin Deaminase 
2-CDA   2-Chloro-2-Deoxyadenosin 
2-CDA-MP   2-CDA-5-Monophosphat 
2-CDA-TP   2-CDA-5-Triphosphat 
cDNA    complementary DNA 
CFU    colony forming unit 
CMP    common myeloic progenitor 
CR    Komplette Remission 
 
dATP    Desoxyadenosin-5'-triphosphat 
DMSO    Dimethylsulfoxid 
DMF    Dimethylformamid 
DNA    Desoxyribonukleinsäure 
DS    Down Syndrom 
DSMZ   Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und 
Zellkulturen GmbH 
 
et al.    und andere 
EGF    Epidermal Growth Factor 
EGIL    European Group for the Immunological Characterization 
of Leukemias 
ELISA    Enzyme Linked Immunosorbent Assay 
 
FAB    French-American-British 
FACS    Fluorescence Activated Cell Sorting 
FCS    Fetales Kälberserum 
FITC    Fluoreszeinisothiocyanat 
 
g    Gramm 
g    Maßeinheit für die Erdbeschleunigung 
G-CSF    Granulocyte-colony stimulating factor 
GM-CSF   Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor 
Gy    Gray 
 
h    Stunde 
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IL    Interleukin 
 
KEGG    Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes 
 
MAP-Kinase   Mitogen-activated Protein Kinase 
MDR-1   Multidrug Resistance 
MEM-Alpha Medium  Minimum Essential Medium 
mg    Milligramm 
ml    Milliliter 
mRNA    messenger Ribonukleinsäure 
MTT    3-(4,5-Dimethylthiazol-2-y)-2,5-dimethyltetrazolium- 
bromid 
 
nm    Nanometer 
 
PBS    Phosphate buffered saline 
PCR    Polymerasekettenreaktion 
PC5    Phycoerythrin-CY5 
PDGF    platelet derived growth factor 
PE    Phycoerythrin 
PGP    P-Glykoprotein 
PI3    Phosphatidylinositol-3 
pH    potentia Hydrogenii 
 
RNA    Ribonukleinsäure 
RPMI    Zellkulturmedium, am Roswell Park Memorial Institute  
    entwickelt 
RT-IVT   Reverse Transkription - in vitro Transkription 
rt-PCR    Real-time-Polymerasekettenreaktion 
  
SCID    Severe combined immunodeficiency 
sd    Standardabweichung 
SDS    Natriumdodecylsulfat 
se    Standardfehler (standard error) 
serolog.   serologisch 
sog.     sogenannt, sogenanntes 
 
Tab.    Tabelle 
TNF    Tumornekrosefaktor 
TMD    transient myeloproliverative disorder 
 
u.a.    unter anderem 
µm    Mikrometer 
µM    Mikromolarität 
µl    Mikroliter 
 
WHO    World Health Organization 
 
ZNS    Zentrales Nervensystem 
z.T.    zum Teil 
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